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Desde hace tiempo es conocido el bloquée de la divisiôn celular 
por irradiaciôn con dosis pequefias (9 R) y cuya consecuencJa se ma- 
nifiesta en el retraso mitôtico de la siguiente divisiôn (5), sin 
que los mecanismos de este retraso hayan sido del todo aclarados.
Explicar los efectos de las radiaciones sobre el nûcleo ha sido
(  r
el punto crucial de la radiobiologia ya que se trata del compartimen A 
to mâs sensible e importante en la acciôn de las radiaciones.
Los estudios bioqulmicos realizados con este fin han puesto de 
manifiesto que la activldad ATPSsica dependiente del calcio en la 
fracciôn nuclear presentaba un paralelismo con el retraso mitôtico , 
es decir, el mâximo de su activldad aparecla con un retardo igual al 
mitôtico en células previamente irradiadas ( Nievergelt,1976) .
Era pues de interés observar el efecto que las radiaciones 
tenlan sobre las ATPasas nucleares en la interfase celular y las po 
sibles interaciones del calcio con la membrana nuclear, quiza respon 
sables o participantes en el retraso mitôtico.
En primer lugar es pues interesante poner de manifiesto, la im 
portancia que las membranas plasmSticas tienen en la recogida de se- 
fiales extracelulares y que son transmitidas a través de ella, dando 
lugar a procesos intracelulares .
La opiniôn de que cambios estructurales en la membrana pueden 
estar relacionados con el creclmiento normal o transformado (tumoral) 
de las células es discutido desde hace tiempo, y en general se postu 
la cada vez con mSs fuerza que cambios en la composiciôn iônica del 
citoplasma , condicionados por la membrana plasmStica, pueden regular 
el creclmiento celular.
—  2 —
Racker (1978) suglere que el desacoplamlento de la activldad de la 
bomba de Na* es consecuente con el estado neoplSsico y Balk (1973) 
afirma que las élulas cancerosas crecen autonômicamente a causa de la 
entrada en la célula de cantldades excesivas de calcio . Tobey y col. 
(1971) proponen que los cambios morfolôgicos experimentados por las 
células que crecen en monocapa al pasar de la fase a la mitosis , 
Boa la consecuencia de una transformaciôn en la composiciôn o/y en 
la configuraciôn de la membrana celular dependientes de la emigra- 
ciôn del calcio de la superficie al interior celular.
Las relaciones entre la distribuciôn de calcio y las variacio­
nes de la membrana celular han sido ya demostradas por Nievergelt y 
col. (1976)en donde al aAadir EDTA al medio de cultivo observaban 
como las células se desprendian de su superficie de crecimiento, sih 
que por este tratamiento se eliminaran componentes de la membrana ( 
Vogel y col. 1978), aunque iba acompaflado del bloqueo de la citoqui- 
nesis(Hamson, 1968; Timourian, 1974, en experimentos realizados con 
células de huevos de erizo de mar).
SegCn Knutton y col. (1979) para que se produzca la fusiôn de 
dos células somâticas y asi formar una hibrida , es necesario que se 
originen cambios en la permeabilidad de la membrana, produciéndose 
fenômenos osmôticos en los que los iones calcio toman parte activa. 
Otros como Ahkong y col (1973), Volsky (1978), Blow (1979) y Gad (
1979), sugieren que un incremento intracelular de iones de calcio 
inician o facilitan la fusiôn de membranas celulares. Metcalfe y col. 
(1980) han visto la influencia que Ca^^ tienen sobre la proliferaciôn 
de linfocitos originada por mutagénicos, proponiendo que el calcio 
es el primer regulador del estimulo de esta proliferaciôn ,a lo que 
se suman las investigaciones de Gupta y col. (1981), confirmando que
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el calcio actûa modulando las protelnas de la superficie celular , 
siendo este un efecto reversible, es decir, se récupéra en ausencia 
del calcio.
Es sabido que la estructura de las membranas biolôgicas presen 
tan una asimétrica distribuciôn y orientaciôn de llpidos y protelnas 
( Bretscher, 1971,1972, Steck y col. 1974, Larraga y Mufioz 1975, 
Boxer, 1975) confiriendo a èsta la capacidad de modular por medio de 
su asimetria gran ndmero de informaciones transformSndolas en pocas 
sefiales (regulaciôn sobre membrana) como nos indican diversos autores 
en sus trabajos (Trewavas 1979,Bartfai 1978, Thorn y col. 1978,Dumont 
y col. 1978, Barrit y col. 1978, Eberle 1976, Schwyzer 1977). Estas 
membranas son mosaicos fluidos de lipidos y protelnas que poseen 
varios grados de movimiento, los cuales afectarSn a las propiedades 
de éstas; asi en los trabajos de Siedow y col. (1979) se observa 
una relaciôn directa entre la fluidez de la membrana mitocondrial y 
el transpote de electrones o como en los de Merlan y col. (1979) que 
derauestran la influencia de la fluidez de la membrana nuclear sobre 
la expulsiôn del RNA nuclear.
Nathan y col. (1979) obtienen en sus trabajos una activaciôn de 
las plaquetas por medio de trombina que va acompahada de un aumento 
en la rigidez de los llpidos constituyentes de sus membranas.
Otros investigadores como Maeda y col. (1979) observan que la 
movilidad de los receptores de membrana se modifica al tratar células 
de mamiferos con virus Sendai. Pasternak y col. (1980) obtienen en 
sus trabajos , que cambios pequefios en la fluidez de las membranas 
fotosensi” bles por acciôn de la luz, afectan al valor rotacional de 
la rodopsina y asi a la transducciôn de la energla en el proceso de 
visiôn.
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Los trabajos realizados por Shlmada y col. (1979) con mitocon- 
drias y de Baird y col. (1980) en nucleos, apoyan la existencia de 
una estreclia conexiôn entre la fluidez de la membrana de estos orgS- 
nulos y la peroxidaciôn de los llpidos constituyentes de ellas con 
las consiguientes transforméeiones estructurales y funcionales de 
sus membranas . Estos cambios debidos a la peroxidaciÔn de los llpi­
dos han sido tambien observados por Nagy (1980) por los cuales se 
afecta la permeabilidad de là membrana, lo que se traduce en un des- 
censo de transcripciôn . Estos cambios en la permeabilidad aparecen 
claros en las experiencias de Nagy (1980) y Koch y col. (1979) que 
observan un aumento en la concentréeiôn de iones en células de ori- 
gen canceroso.
Bartoli y col. (1977) en sus estudios con células tumorales 
observan una activldad peroxidasa en membranas nucleares inversamente 
proporcional al valor del crecimiento del tumor , siendo estas mem­
branas menos sensibles a la acciôn de peroxidantes que las de células 
sanas.
La fluidez de la membrana es sensible y puede modificarse 
también por cambios en la temperatura ( Mufioz ,1979), por la presen 
cia de iones (Giese y col, 1980 ), asi como por la luz ( Pasterna)c,
1980) .
Es interesante resaltar los estudios realizados por Schoch y 
col. (1978) con membranas artificiales que dan una prueba de la rela 
ciôn existente entre la distribuciôn en la superficie de membrana de 
moléculas e iones y la variaciôn de voltaje transmembrana. Asi mismô 
Hauser y col.(1978) observan que se experiments una transformaciôn 
de la resistencia de la bicapa,dependiente de la distribuciôn de 
iones de calcio a ambos lados de la membrana.
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Variaciones del potencial transmembrana en células sanguîneas 
(eritrocitos) por acciôn de la irradiaciôn han sido medidas en los 
trabajos de Redman y col. (1977) que ademSs encuentran una elevaciôn
de la salida de K^, desde el interior celular al plasma , con capta- 
ciôn de cantidades équivalentes de Na^ lo que produce una hipopolari- 
zaciôn de la membrana.
Resumiendo , podemos considerar a las membranas biolôgicas como 
estructuras " espacio-temporales" que forman una continuidad dinâmica 
con su entorno .
Refiriendonos a la membrana nuclear en particular, su importan- 
cia se pone de manifiesto al observar la conexiôn directa existente 
entre la "desintegraciôn " de ésta y el comienzo de la mitosis, indi 
cândonos su funciôn de mantenimiento de un medio , en el cual el ma­
terial nuclear se puede conserver en su estado de "disoluciôn". El 
inicio de la mitosis parece estar relacionado con unos " factores" 
présentes en la célula como muestran los experimentos de Johson y Rao 
(1970), segQn los cuales al fusionarse una célula en interfase con 
otra en mitosis se produce una condensaciôn cromosômica prematura en 
la primera, que inmediatamente pasa a la mitosis. Mazia (1972)propone 
que en la célula interfâsica se producen unas transformaciones no es- 
pecîficas que traen consigo la formaciôn de la célula mitôtica.
Por otro lado, se conoce desde hace tiempo que la membrana nu­
clear con sus poros es permeable para iones inorgânicos, aminoâcidos, 
asi como algunas protelnas solubles de elevado peso molecular, lo que 
nos obliga a obsevar los mecanismos que pueden mantener los gradien- 
tes nucleo-citoplâsmicos de iones y moléculas solubles a través de la 
membrana nuclear.
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Es razonable suponer que las sustancias inorgânlcas y orgSni- 
cas solubles estSn asociadas con grupos actives de macromoléculas 
fijas en la membrana nuclear . Esta conjetura se apoya en la obser- 
vaciôn de que el movimiento de iones inorgânicos es mâs reducido en 
el interior de la célula viva que en una disoluciôn de electrolitos.
En el caso particular de la mitosis , se ha observado que al 
administrar calcio se puede reducir el retraso mitôtico debido a la 
radiaciôn ( Whitfield, 1962) y desde el punto de vista enzimâtico se 
ha encontrado una elevada activldad ATPasica en aparatos mitôticos 
alslados de huevos de erizo de mar ( Nilci 1963, Weiser 1968 , Mazia 
1972 ) .
Segûn Petzel (1972) ésta ATPasa estimulada por calcio tiene un 
mâximo de activldad cerca de la metafase y un minimo en la telofase 
de la célula en mitosis. En células de mamiferos también se ha encon 
trado una mayor activldad ATPasica de la fracciôn nuclear estimula 
da por calcio (Nievergelt 1976) .
Como demuestran diversos autores ( Bul'dyaeva y col. 1972, 
Bartoli y col. 1975, Kalandarishvi y col. 1977) las acciones de oxl 
daclôn y fosforilaciôn no son privatives de las mitocondrias , sino 
que también son realizadas por membranas nucleares. Mientras que en 
los experimentos realizados con nûcleos de mamiferos por Crasey y 
col. 1959, Klouwen 1966 , Strazhevs)caya 1972, observan que la radio- 
senslbilidad de la fosforilaciôn nuclear es relativamente alta.
Los estudios histoqulmicos realizados por Klein (1966) y 
Jasazumi (1968) ponen de manifiesto la presencia de ATPasas unidas al 
nûcleo en la regiôn de los poros y segûn postula Harris (1977) estos 
poros nucleares son estructuras mâs estables que el resto de la mem­
brana situada a su alrededor.
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Por otro lado en el aislamiento de nucleos celulares se observa 
que para el mantenimiento de estas estructuras, es necesario la pre 
sencia de un minimo de CaCl^, pues sino estas membranas se"desmoro- 
nan " ( Wray, 1973, 1970 ).
La distribuciôn de calcio intracelular parece no ser homogenea, 
estando ademSs su movimiento en la célula influido por fosfato y su 
reparte aparece mSs râpido que lo esperado al aplicar la ecuaciôn de 
Nernst ( Bygrave 1978). Durante la primera mitosis se encontrô en la 
regiôn del aparato mitôtico de liuevos de erizo de mar , una concen- 
traciôn mayor de calcio, asi como de fosfato que en el resto del ci­
toplasma circundante (Timourian, 1974 ), ademSs por medio de comple- 
jantes o ionôforos se observa cômo las fibras del liuso son sensibles 
a las variaciones de la concentraciôn de Ca^^ ( Kepler y col. 1980).
Es pues de suponer, que en el paso de la célula de interfase a 
mitosis se expérimente un movimiento de calcio en direcciôn al in­
terior del nûcleo , con lo que se provoca la disoluciôn de la mem­
brana nuclear, acompafiada de la condensaciôn y " precipitaciôn " del 
material cromosômico . En los trabajos de Tilney (1969) se observa 
ya un movimiento vectorial de iones metSlicos en el anSlisis deta- 
llado del " funchum" en huevos de erizo de mar .
Otro autores como Harris (1975) , Rosenfeld (1976), Hohri (1976)
Kepler y col. (1980) indican el papel importante que las ATPasas es- 
timuladas por calcio tienen sobre la sintesis quimica de estructuras 
biolôgicas, por ejemplo, los microtûbulos cuya polimerizaciôn y de- 
polimerizaciôn aparecen influldas por iones de calcio y controladas 
por un sistema de vesiculas al que estarlan asociadas Ca-ATPasas , 
cuya actividad regularla el flujo de iones de calcio del citoplasma 
en la mitosis. Marcando también las funciones de los microtûbulos
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como los ôrganos relacionados con el movimiento, transporte y secre 
ciôn , que a su vez aparecen asociadas a la actividad ATPasica.
Desde el punto de vista bioenergético, es conocido que el 
calcio " compartimentado" puede ser liberado por induceiôn fotôni- 
ca ( Kaupp y col. 1979) , el transporte electrônico de la fotosln- 
tesis se inliibe reversiblemente con una osmolaridad baja ( Loc)cau, 
1979) y la energla osmôtica disponible en un gradiente de calcio 
transmembrana se va a convertir en energla quimica (Hasselbach y 
col. 1973) , indicando la impo^tancia que variaciones en las concen- 
traciones iônicas tienen sobre procesos transformadores de energla.
Otros autores como S)culachev (1979) afirman incluso la exis­
tencia de diversos sistemas biolôgicos que utilizan la diferencia 
de potencial electroqulmico de protones ( A jiH* ) como generadores 
de la energla necesaria para realizar un trabajo sin el concurso 
de ATP , asumiendo ademâs , que este fenômeno no tiene lugar de una 
forma transitoria o excepcional , sino que es una manera general de 
convertir energla necesaria en muchos organismes.
De una manera paralela los estudios realizados por Jung y col. 
(1979) en mitocondrias, revelan que segûn su estado energético se 
liinchan o arrugan. Variaciones morfolôgicas semejantes se han obte- 
nido al irradiar las mitocondrias cuyo volumen varia en funciôn de 
la dosis aplicada ; proceso al que puede seguir la destrucciôn de la 
estructura interna ( Fritz- Niggli 1956,1968, Ahrens 1972, Strzhavlcya 
1972 ).
En los trabajos publicados por Van Dan (1971) se sefiala la sa­
lida de calcio de las mitocondrias , acoplada a la sintesis de ATP, 
fenômeno tambien descrito por Rega y col. ( 1978) y por WUthrich y 
col. (1979) en sus experimentos con eritrocitos.
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El transporte de calcio como indican Fiskun y col. (1979) ,
Kumar y col. (1979), y Vercesi y col. (1978), entre otros, permanece 
electroneutral por medio de un mecanismo contratransporte Ca^*/ 211 
y que estâ unido a una alcalinizaciôn pasajera ( Akerman 1978,Luthra 
y col. 1978, Madeira 1979, 1980 ).
Segûn la hipôtesis de Mitchell (1967,1968) la sintesis de ATP 
a partir de ADP y fosfSto inorgànico, se explica por medio de la 
existencia de una direcciôn espacial de reacciones vectoriales qui- 
mioeléctricas ( cadena transportadora de electrones ) , que se mani- 
fiesta con la formaciôn de un gradiente de protones a través de la 
membrana.
Esta polaridad puede ser considerada como un estado de desequi^ 
librio ; por lo que es posible la formaciôn de corrientes y a través 
de éstas se generan oscilaciones, que dependiendo del medio en que 
se transmiten ( tamafio , forma, tipo de superficie y direcciôn en el 
compartimente ), conducen a la formaciôn de estructuras distintas y 
complejas denominadas disipativas ( Prigogine 1978, Nicolis, 1978).
Las apariciones oscilatorias, por ejemplo, de los nucleôtidos 
ciclicos en relaciôn con la excitaciôn de la célula ( Hess y co]. 
1975, Gerisch y col, 1979) , o las fluctuaciones de la actividad
ATPasica y de los protones ( Edwards y col. 1978) , se puede también
aclarar por medio de la funcionalidad de la membrana debido a su ca 
pacidad de poder actuar como una barrera de d i fusiôn, que ademâs, in 
duce a que las moléculas se muevan en una direcciôn determinada.
La mayorla de los trabajos expuestos tratan aspectos parcia- 
les del problema, resultando escasos o incompletos los que relacio 
nan la influencia de las radiaciones ,1a concentraciôn de calcio
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y la actividad ATPasica a nivel nuclear.
Por ello ha sido necesario desarrollar un nuevo método de tra­
bajo que nos permitiera obtener una respuesta râpida y conjunta de 
estos factores.
Considerando el efecto osmôtlco relacionado con la facultad de 
movimiento de moléculas disueltas,a fin de igualar concentraciones 
diferentes a través de una membrana semipermeable " capaz de dife- 
renciar " entre soluto y solvente y en el caso de que este sistema 
semipermeable permanezca cerrado y sea flexible, se podrian medir 
diferencias osmôticas por medio de variaciones en el volumen de 
este sistema.
Segûn esto podriamos considerar el nucleo semejante a un sis­
tema cerrado y flexible dotado de una membrana con capacidad selec­
tive , produciendose en ella transformaciones que en parte se mani- 
festarlan en una variaciôn del volumen nuclear.
Basandonos en estas caracterîsticas de la membrana nuclear y 
de las ATPasas relacionadas con ellas se pudo observar el comporta- 
miento del nucleo cualitativamente en relaciôn con el medio que le 
rodea y las radiaciones.
—  1 1  —
OBJETIVOS
El estudio de la fisiologla del nûcleo tiene una amplia bibliografia 
y una gran aportaciôn de valiosos conocimientos en cuanto se relaciona 
con las funciones de reproducciôn, menos en la temâtica de una bioenergA- 
tica, soporte de las anteriores funciones en muchos casos.
Una experimentaciôn en nûcleos sobre actividades o respuesta de la 
membrana a determinados estîmulos requiere una serie de tratamientos, que 
puedan cumplir al menos las siguientes condiciones: que no se altéré la 
morfologia del nûcleo, que no baya alteraciones patolôgicas del mismo, 
la no existencia en nûcleos aislados de contaminaciones de elementos ex- 
trafxos al orgânulo y sobre todo que se mantenga en unas condiciones idô- 
neas.
Los experimentos iniciales de este trabajo estân orientados con las 
finalidades antedichas, buscando sistemas ôptimos y estandarizados. Otro 
punto ha sido el câlculo de volumen nuclear siguiendo el procéder automa- 
tizado que estimâmes puede cuantificar diferencias, mejor que otros sis­
temas propuestos. La aplicaciôn de los resultados anteriores al estudio 
de los efectos de radiaciones es la fase final y aplicativa.
El volumen es una representaciôn o reflejo del efecto osmôtico, re­
lacionado con el movimiento de moléculas disueltas a través de la membra­
na. Una membrana nuclear de la que quedan muchos puntos oscuros por in- 
vestigar, pero dotada de capacidad selectiva y en la cual se producen 
transformaciones o alteraciones reflejadas en su actividad enzimàtica, 
en su funciôn de permeabilidad y por ende reflejada en el volumen nuclear.
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Hay una previa y larga experiencia en nuestros laboratories sobre 
el cultivo de células de ovario de Hamster Chino, con diverses finali- 
dades, lo que nos ha permitido una serie de conocimientos sobre forma 
de crecimiento, relaciôn entre tiempo y densidad de inôculo, contrôles 
de investigaciôn microscôpica, etc. que nos han hecho decidir su utili- 
zaciôn en este trabajo.
()>
MATERIAL
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2.- MATERIAL.
2.1. Oriqen de las células de experlmentaclôn:
Las células provienen de ovario de hamster chino ( Cricetulus 
griseus ) han sido preparadas y caracterizadas por American Type Cul­
ture Colletion , siendo designadas como CHO-Kj^ . La forma de cultive 
es en monocapa .
Los frascos donde se cultlvaron las células son de dos tipos , 
unos pianos de plastico de la casa Nunc esterilizados y con una super 
ficie de crecimiento de 25 cm^ ( T^^) y 75 cm^ ( T^^ ). Los otros son 
botellas de infusiôn de cristal redondas con una superficie de 385cm^ 
aprox imadamente.
2.2. Soluclones y compuestos qulmicos utilizados ;
2.2. a) Cultive ,conservacidn y control celular:
Cultive celular se hizo a partir de Hams F,_ (modificado) de Flow 
formado por : 9.84 gr.F^^ , 988 ml de agua , bicarbonate ëôdico ( CO^ 
HNa) de Merck 12 ml de una soluciôn del 10%, ajustando esta soluciôn 
a un pH de 7.2 con HCl^l N.
Por cada 45o ml de este medio ( F^g) se afladen :
-50 ml de suero fetal bovine de Flow , 5 ml de glutamina(
Merck 0,2 M y segun les expérimentes se anadio antibiôticos (5 ml). 
Los antibiôticos estaban formado por: 10.000 u/ml de penicilina,100 mg 
/ml de streptomicina y 0,25 mg/ml de fungizona , esta mezcla es de les 
laboratories Gibco y la diluimos 10 veces antes de aOadir a ia solu­
ciôn de crecimiento.
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Tripsina : 550 ml de una soluciôn formada por:
- Tripsina liofilizada 2,5 % se diluyô en soluciôn basal salina caren
te de Ca^* y ( BSS) que a la vez habia sido diluida en 20 ml de
agua . Ambas sustancias de laboratories Gibco.
- PBS Dulbecco'‘s (tampôn saline de fosfato carente de Ca^* y Mg^^) 
concentrado 10 veces de Gibco, 50 ml de esta soluciôn.
- Fenol rojo 0,5% (0,6 ml ) de Gibco.
- Bicarbonate sôdico ( CO^HNa) Merck le ml.
dorure sÔdico (ClNa) Merck 153mM fue la soluciôn utilizada para el 
lavado, y recuento celular.
formada por el medio " F^^" al que se afla- 
diô glicerina hasta un 8 % (C^HgO^) de Fluka.
Todas estas soluclones o bien se compraron estôriles o bien fueron
filtradas por un aparato de filtraciôn esterllizado de la firma Sarto-
rius modelo SM 11307 y filtres de poro0,2 /im a presiôn con gas tambiêr
esteril filtrado ( poro 0,8 /im). Tambièn se utilizÔ para filtrar peque
fias cantidades un aparato de la f irma Mîlipore con filtres de 0,22/Jim,
modelo GSWP 02500 . Todas las operaciones de filtraciôn se hicieron en 
» "
laminar Flow.(flujo laminar)
Soluclones de control formada por el colorante 33258 H Hoechst 
(2- ( 2- ()iidroxifenil-6-bencimidazolil) -6- (l-metil-4-pierpacil) -bencimi- 
dazol-trihidroclôrico) en una proporciôn de 0 ,5mg/ml de tampôn.
-Tampôn Me Ilvane pH 5,6 formado por fosfato de sodio (Na^HPO^.12 
H^O 200mM) y acide citrico ( C^HgO^. H^O lOOmM) Merck.
-Solucion de Carney's , que es la soluciôn de fijaciôn formada por 
acide acético( CH^COOH 100%) Merck y metanol ( CH^OH 100% ) Merck en 
proporciones ( 1:3).
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2.2. b) Soluclones para el alslamlento de los nucleos t
-  Cloruro càlcico ( Cl^Ca ) 1 mM , Merck.
- Hexanodiol ( 0,5 mM , Merck.
- Tampôn "Pipes" sal sôdica ( piperazina-N,N,-bls(2-àcido etanolsulfô- 
nico) pH 6.7, 0,5 mM , Calbiochem-Behring.
- P-40 (Nonidet) detergente no iônico 0.1 % (se afiadiô separadamente) .
2.2. c) Soluclones empleadas en la reacclôn ATPaslca;
- Tampôn Tris/ HCl, 2-amino-2-hldroximetll-l,3-propanôdiol (NH^C(CH^OH
0.2 M pH 7,5, Flucka.
- EDTA ! âcido etilendlamln tetraacético t^io**16*^2®8  ^ mM, Flucka.
- Cloruro câlcico ( Cl^Ca. H^O ) 50 mM , Flucka .
- Cloruro magnésico ( Cl^Mg . 6H^0 ) 20 mM , Flucka.
- Adenosintrifosfatodlsôdico ( Cj^gH^^NgNagO^^P^ ) 20 mM , Sigma.
- Oligomicina Img/ml , Bôhring.
2.2. d) Soluclones para la medida de P^^ :
- Soluciôn standard de fosfato ( KH^PO^ ) 100 yiM , Merck
d^) Mëtgdo de Parvint Smith_: formado por dos réactives
- Reactivo I : està formado por très soluclones ( A,B,C)
A I âcido clorhidrico { HCl ) 10 N , Merck 
B : metavanadato araônico ( NH^VO^ ) 0.234 % , Merck 
C : roollbdato amOnico ( (NH^)gMo^O^^.^*2^ ) 3,53% , Merck
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mezclados en la siguiente forma: 1.4 ml(A) + 1 ml (B) + 2 ml (C), 
hasta 100 ml con agua.
-Reactivo II :n-butanol (CH^( CH^)^ OH) , Merck.
d_)Método de Baginski y col. : formado por très reactivos
- Reactivo A-TCA: formado por àcido ascôrbico ( C^UgOg) 2.9% en
àcido tricloroacético (C^HCl^O^)14% , ambos pro- 
ductos de Merck.
-Reactivo AM : Molibdato amônico tetrahidrato 1 % Flucka.
- Reactivo A-C : formado por ,àcido acético concentrado (C^H^O^).2%
+ citrato de trisodio (C^H^Na^O^.2H^0) 2%
+ metaarsenito de sodio ( NaAsO^ ) 0.2 %.Los très 
productos que forman este reactivo son de laboratories Merck.
2.2. e) Soluclones para la determinaciôn protéica :
- Proteina standard seroalbùmina bovina 1 mg/ml 
-Reactivo A , formado por :
hidrôxido sôdico 0.5 N, Merck (NaOH)
tartrato de potasio y sodio(C^H^OgKNa . 4H^ [>) 0.2 % ,Merck
carbonate sôdico ( Na^CO^) 10 % ,Merck.
- Reactivo B, formado por:
hidrôxido sôdico 0,1 N, Merck
Tartrato de potasio y sodio 0.2 % , Merck.
sulfato de cobre ( CuSO^. 5H^0) 1% , Merck.
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- Reactivo C formado por ;
Folin -Ciocalteu ( reactivo del fenol) 1 V:
Agua 15 V
2.2. f) Soluclones para la medida de la S-nucleotldasa ;
- sulfato de manganeso ( MnSO^.4HgO) 20 mM , Analar
- cloruro de nîquel (NiClg.GH^O) 60 mM , Merclc
- tampôn barbital/ HCl ( CgHj^j^N^NaOg) 60 mM pH 7 , Merc)t
- adenosinmonofosfato (Cj^QHj^^NgNa2+ H^O) 10 mM ,Sigma.
Todos estos métodos colorimetricos se midieron con un espectofotôme- 
tro Beclcmman DB-G con longitud de onda entre 750 y 200 nro.
2.2. g) Soluclones para la medida del volumen:
- tampôn Imidazol /HCl ( C^H^N^) 40 mM pH 7 , MercJc
- hexoquinasa 23 ug/ ml ( 1 unidad/ ml) , Bôhring
- glucosa (CgH^^Og ) ftB mM, Merck
- EGTA etilenglicol-bis-(2-aminoetil)-tetraacético ^^14*^24*^2^10^ 
1 mM , Flucka.
- las soluclones utilizadaé para la reacciôn ATPaslca.
Ademâs do los inatruocmtos ya dasoritos, se utilizaron miorosoo- 
pios Olympus y Zelss
61 flujo laminar utilizado durante el cultlvo de las células fué 





Se empieza el cultive Inoculando aproximadamente 10® células en un 
frasco de cultive T^^ y (e) 4.10® células en etres ’*’75» anadiendese 
de 5 a 15 ml del medie nutritive respectivamente. A continuaciôn se ga 
sifica cen una mezcla de CO^ / aire (5%) para mantener el pH àcido » 
ya que as/ se facilita el crecimiento celular y se mantiene en una es- 
tufa a 37^ C hasta su utillzacidn. Para mantener el cultive sin con- 
taminaciones , le mâs estéril posible se realizaron todos estas manipu 
laclones en un 'laminar Flew"detade de luz ultraviolets.
b)Desprendiroiento celular ;
Después de 2 0 5 dias de cultive dependiendo este tiempo de la pro 
cedencla de las células (congeladas, primer cultivo o de otro frasco), 
se decanta el medie, se afiaden 5-15 ml de NaCl (153mM), para lavar con 
cuidade la superficie celular y ne arrastrar posibles mitosis, se vacl 
y se afiade una soluciôn de tripsina (l-5ml). Cuande las células empie- 
zan a redondearse (1-3 min.) se decanta esta soluciôn cen cuidade y se 
anaden de 2-10 ml del medie se mezcla tede cuidadesamente cen
una pipeta Pasteur ( especialmente medlficada para evitar las retura 
de las células y que permanezcan pegadas unas a etras en la suspensiôn 
temandose 0.1 ml de la suspensiôn y se dlluyen en 10 ml de NaCl(153mM) 
para medir en el centader de particules el nOmere de células por ml 
que tenemos en la suspensiôn.
Una vez contrelade el nümero de células se hace la posterior im- j 
plantaciOn con el nOmero adecuado de estas, hasta llegar a la cantidad
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necesaria para inocular en una botella de cultivo (= I.F.=385 cm^). 
Cuando las células se encuentran en el recipiente de cultivo se colo- 
can en un aparato especialmente disefiado para este fin , que està for­
mado de très series de rulos girando a tres velocidades distintas , 
encima de los cuales se colocan las botellas en posiciôn horizontal. 
Estas velocidades estan en relaciôn con el fin que se persiga: la fi­
jaciôn para el crecimiento o el desprendimiento de las células de la 
superficie cristalina. La temperature se mantuvo siempre a 37° C.
Cuando las células ocupan casi por completo la superficie de cre­
cimiento (cerca del final de la fase logarftmica de crecimiento) proce 
demos a la tripsinizaciôn para obtener las células destinadas: a los 
experimentos enzimàticos y medida de volumen, inoculaciôn en otras bo 
telles o congelaciôn para disponer de una réserva de material. Parale 
lamente a este cultivo se inocula siempre un frasco destinado a
observer la morfolog/a y posibles contrôles de infecciôn del cultivo.
c) Congelado de las células :
Las células despues de tripsinizadas se resuspenden en el medio 
" F^ g^" quG contiene 8 % de glicerina como crioprotector, en una pro­
porciôn de 2-4 . 10® células por ml ( cuidando mediante gaseo que el 
prt no se haga màs bàsico) y se reparten en ampollas de cristal cerran 
dose estas a la llama. A continuaciôn se mantienen a 4° C durante 30 
minutes, para posibilitar la entrada del crioprotector en las células^ 
una vez pasado este tiempo se colocan en un recipiente conteniendo ni 
trôgeno liquide que està dotado de un soporte en donde se pueden colo 
car las ampollas a distintas alturas, regulandose asl la bajada de la 
temperatura en relaciôn con el nômero de ampollas y el volumen de su^ 
pensiôn que contienen. En nuestro caso fué de 1-3° C/ min. hasta al- 
canzar los -30°C, de 15-30° C/min hasta llegar a -150^ C e inmedia-
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tamente después se sumergen en nltrôgeno l/quido a -196° C. De esta 
forma se pueden almacenar las células màs de un ano sin que haya pér- 
didas o transformaciones grandes con relaciôn al material celular de 
procedencia.
d) Desconqelado de las células ;
Cuando se necesita material nuevo se procédé al descongelado de 
una o màs ampollas , segun el material que necesitemos y el tiempo de 
que dispongeunos hasta empezar una nueva serie de experimentos. Para 
esto se saca la ampolla del recipiente de congelaciôn donde se con­
serva el material y se sumergen en un bafio de agua a 37°C ( tomando 
siempre las precauciones debidas a fin de evitar la explosiôn ).Cuando 
el material està descongelado se abre la ampolla y el l/quido que con­
tiene la suspensiôn celular se inocula en las botellas y en la canti­
dad adecuada segun el experimento a realizar( en T^g 10® cel. aproxi­
madamente) teniendo siempre en cuenta que el proceso de congelaciôn y 
descongelaciôn trae consigo siempre una pérdida de material. Después 
se afiade el medio requerido y se deja incubar a 37^ C durante dos horas 
aproximadamente . Pasado este tiempo ya estàn la mayorla de las célu 
las fijadas a la superficie de crecimiento , por lo que hacemos gn cam 
bio del medio nutritive para eliminar el crioprotector y el resto del 
material celular no vivo que permanece en suspensiôn y afiadimos nuevo 
medio " Fj 2^ " » volviendo a mantener el cultivo a 37° C para su crecl 
miento , hasta su utilizaciôn.
Las células con las que se hacen los experimentos enzimàticos no 
provienen directamente de las de descongelaciôn , sino despues de efec 
tuar tres o cuatro implantaciones ya que asl se consigue un material 
màs homogeneo.
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e) Control del cultivo celular ;
Los cultivos se controlan periôdicamente sigulendo métodos morfo-
lôgicos ,fluorimétricos y microbiolôgicos, asl como tambiën su veloci-
dad de crecimiento .
hicieron por observaciôn microscôpica 
del material, atendiendo no solo a su forma y tamafio, sino tambièn a la 
densidad del cultivo segOn los dlas de implantaciôn y el nùmero de ce 
lulas del inoculo procedente. Para esto determinamos el nClmero de célu 
las por ml de una suspensiôn base, por medio del contador de particu
las , e implantamos un inoculo que conten/a n, 2n, 4n, 6n, en frascos
T^g, a los que se aôadio el " ^12" ^ ^in cambiar este medio se dejaron 
cultivar hasta 8 d/as aproximadamente, tiempo suficiente para que las 
células mueran por falta de aportes nutritives.Durante este tiempo se 
obsevaron las células en un espacio de tres horas la primera vez y 
luego cada 24 horas aproximadamente. En cada observaciôn se anotô la 
forma de las células , su nùmero por superficie ôptica ( hasta lOOOcel. 
/ Tgg), cuidando no tomar superficies no representatives, y al final 
se calcula el valor medio. Simultàneamente se cuenta el nùmero de célu 
en mitosis, aungue esto no se puede hacer los ùltimos dias ya que el 
gran contenido de material sobrenadante lo hace muy dificil. También 
se anotô si las células tenian forma fibroblasto, epidermial, vacuolar 
, as£ como el tamafio y cantidad de macrocélulas ( Tabla I ).
Con esto se determinô la velocidad de creciemiento en funciôn del 
nùmero de células implantadas, que nos sirviô para experimentos poste- 
riores.
El método microbiolôgico se hizo siguiendo las indicaciones dadas 
por los laboratories Gibco Bio-Cultûr Ltd, por medio del cual se detec 
tan las posibles contaminaciones bacterianas.
TABLA I.- Observaciôn del cultivo celular %
Fecha/Tip.Recipiente 1 1 .0 7 /T^O 23 •OV T ^ O 2 0 .0 7 /T^g.
21 0 7 /T^O- 2 8 .0 7 /T^g.
Experimento/N°recip Contrl /2 Contrl /I Contrl./2/ Contrl./2/ Contrl./l/
Linea cel./ Rasage/ CHO-K l / ^
CHO- K1/P5 CHO-K^/Pj^g CHO-K 1^**14 CHO -1
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otras de las contaminaciones que aparecen en estos cultivos son 
las debidas a los micoplasmas (PPLO) y para detectarlas empleamos dos 
métodos uno bioquîmico y otro fluorimétrico o citolôgico.
se hace utilizando isôtopos y se basa en la 
distinta incorporaciôn de uracil y uridina en las células infectadas. 
Estos contrôles se hicieron siguiendo el método publicado por Schneider 
y col. (1974) .
El método citolôgico se hizo siguiendo el publicado por T.R. ChenV  —  —  ^  «w M  M  »  w  V  M  «a —. «A —  ^  M» ^ *
(1977) con algunas modificaciones. Este se basa en la uniôn especîfica 
de determinados compuestos qulmicos fluorescentes con el DNA. Uno de 
estos es el colorante llamado H 33258 los laboratories Hoechst que 
elegimos para nuestros experimentos por ser de los que producen menos
fluorescencia Jie. fondo . Este colorante se utiliza diluido en un tam­
pôn especial llamado de " Me Ilvane" a pH 5.6 en una concentraciôn de 
0.5 /ig/ml. El experimento se realizô de la siguiente forma : En frascos 
de cultivo T^g (de 1-3 por control) se afiade medio nutritivo " 
carente de antibiôticos, a continuaciôn se introducen dos cubreobjetos 
que previamente hablan sido lavados y esterilizados, con pinzas.Inme- 
diatamente se implanta el inoculo de las células a controlar siendo su 
nùmero dependiente de los d/as que quisieramos seguir este control, 
gaseandose los frascos que despues de cerrados se meten en la estufa 
para incubar a 37° C para dejar crecer el cultivo un mlnimo de tres 
dias. Al cabo de este tiemp*o se sacan los cubreobjetos con un instru- 
mento especial ( disefiado en nuestro laboratorio) para evitar que las 
células que hab/an crecido sobre ellos se desprendan. Despues de sa- 
car los cubreobjetos de las botellas se lavan con una mezcla de PBS y 
solucion de fijaciôn en^roporciones (1:2) durante 10 min.. Se meten
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a continuaciôn en otro recipiente conteniendo sôlo la soluciôn de fija 
ciôn y se dejan 15 min. Despues de pasado este tiempo se secan y se ti 
ften con el colorante de 7-10 min. , se lavan con el tampôn Me Ilvan 
dos veces y se ponen sobre un portaobjetos que contenla el tampôn,ce- 
rrandose los dos crlstales con laca para evitar la desecaciôn de la 
muestra a controlar.
Este preparado se observô en un microscopio de fluorescencia Zeiss 
dotado de filtros especiales ( BG-3 , üG-1 Sperrfilter 41, Obj.40 x, 
Obt. 1.25), siendo el tiempo de exposiciôn de las fotografias Kechas 
de 1 minuto.
Como Oltiroo control los cultivos se dejaron crecer periôdicamente 
en medio nutritivo sin antibiôticos para ver su desarrollo.
3.2. Método de aislamiento de los nucleos
3.2. a) Preparaciôn de las células:
Para los experimentos enzimàticos , irradiaciôn y volumen , rea- 
lizados en este trabajo , se utilizô el material de una Botella de in 
fusiôn que conten/a alrededor de 2-6 x 10  ^ células medidas con el con 
tador celular . Las células se separaron de la superficie de creci­
miento segun indicamos en la pàgina 10 .
b) Aislamiento de los nucleos :
Estos trabajos se realizaron siguiendo una combinaciôn de dos mé 
todos ya publicados ( Wray y col. 1977 y Melero y col. 1976.) intro-
dùciendo en ellos algunas modificaciones que considérâmes necesarias 
para nuestros experimentos.
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Las células de una botella de infusiôn fueron lavadas con 10 ml de 
NaCl (153 mM), se vaciô y se echÔ lo ml de soluciôn de tripsina. Cuando 
las células empezaron a redondearse se decantô la tripsina con cuidado 
de no arrastrar ninguna, se afiadieron 10 ml de y con ayuda de la
pipeta se separaron de la superficie cristalina.Una vez bien suspendi- 
das las células en el medio se tomô o,l ml de esta suspensiôn y se di- 
luyo en NaCl para determinar su concentraciôn en el contador célular,
El resto de la suspensiôn se centrifugô durante 8 min. a 400 g con
lo que obtuvimos un sedimento formado por las células y un sobrenadante
que es el medio" F^  que se decantô. A este sedimento se le afiadiô la
7soluciôn de aislamiento hasta una concentraciôn de 10 células por ml. 
En esta suspensiôn después de pompear bien para que las células no 
permanezcan pegadas, se dejaron 4 minutos ( 21^ C), pasados èstos se 
afiadiô el detergente P-40 hasta una concentraciôn final de 0.1 % , se 
mezclô todo bien con la suspensiôn celular e inmediatamente ( ya que 
las células empiezan a pegarse si no), se hizo pasar todo por una aguja 
de inyecciÔn ( la jeringa es de 1 ml y la aguja tiene 0.70 x 32 mm de 
dimensiones)y la suspensiôn se mezclô bien durante 30 segundos en un 
" Vortex" , tomàndose una muestra para observer al microscopio (dotado 
de fase de contraste)y asl ver la pureza de los nucleos.
Una parte de esta suspensiôn formada de nucleos y resto del mate­
rial celular ( N+ NS) se apartô para medir en él la actividad ATPaslca 
y la cantidad de proteina. El resto se centrifugô a 750 g durante 5 min. 
obteniéndose en el sedimento la fracciôn nuclear ( N ) y en el sobrena 
dante el resto de los componentes citoplàsmicos( NS) la cual réservâ­
mes para medir la actividad enzimàtica y la proteina ( no olvidando 
recoger una muestra para observar al microscopio).
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El sedimento se resuspendiô de nuevo en la soluciôn de aislamiento y 
se centrifugô de nuevo 5 minutos a 750 g obteniendose asl un sobrena­
dante que se juntô con el anterior, quedando un sedimento donde se en- 
contraban los nucleos sin contaminaciones citoplâsmicas.Estos se resus 
pendieron con cuidado en la soluciôn de aislamiento hasta una concen- 
tracciôn dependiente de los experimentos en los que se iba a emplear 
el material aislado( medida de la actividad enzimàtica , volumen, irra 
diaclôn ,etc), reservando siempre una muestra para observar al micros­
copio y un detenninado volumen para determinar la concentraciôn de 
proteina que tenîa la fracciôn obtenida.
3.3. Métodos enzimàticos:
3.3. a) Medida de la actividad ATPaslca;
Después de aislar los nùcleos se midiô la actividad enzimàtica en 
esta fracciôn (N), asi como en el sobrenadante de ella o fracciôn cito 
plàsmica (NS) y en là mezcla conteniendo las células rotas después de 
pasar por la inyecciÔn (N+NS ). Esta actividad fué medida segùn la can 
tidad de ortofosfato formado ( P^  ^ ) por hidrôlisis de ATP debido a la 
acciôn enzimàtica para lo que se probaron dos métodos colorimétricos 
con algunas modif icaciones ( Parvin/Smith Baginsky y col.).
La reacciôn enzimàtica se midiô en tubos dobles sumergidos en 
un baflo a 37° C siendo el volumen final de la soluciôn de incubaciôn 
de 2 ml conteniendo : tampôn Tris/ HCl 50 mM ph 7.5 , (Na^EDTA ImM, 
C a d  g 5mM ô MgCl^ 2mM y proteina ( 15-40 Aig) . Después de preincubar 
la proteina en la mezcla de incubaciôn, durante 10 min. se afiadiô el 
sustrato (Na^)-ATP en una concentraciôn de 2 ô 3 mM ( segùn se mldiera 
la actividad enzimàtica dependiente de calcio o magnesio)se mezclô todo
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y en este momento se comenzô la reacciôn , sacandose pruebas a los 10, 
20, 30 y 40 minutes desde la adiciôn del ATP , las cuales se afiadieron 
a los tubos que contenian los reactivos necesarios para la medida del 
ortofosfato.
3.3. b) Medida del fosfato inorgânico : Se compararon los resultados 
de la aplicaciôn de dos métodos.
Método de Parvin / Smith :(1969)
Segùn este método se forma el àcido molibdovanadofosfôrico que es 
soluble en butanol y que se puede medir colorimétricamente en la regiôn
de la luz ultravioleta ( 310 nm). Los reactivos utilizados son el ami-
novanadato-molibdato (reactivo I ) 1.5 ml , n-butanol ( reactivo II ) 
3.0 ml , el volumen elegido de las pruebas a medir o el fosfato stan­
dard y se complété hasta 6.0 ml con agua .
Debido a que las muestras conteniendo màs de 0.6 ^mol de ATP in- 
terferian en la medida del P^, se tomaron en los tiempos ya indicados 
solo 0.3 ÿ  0.2 ml de los tubos que contenian la mezcla , para medir 
la actividad ATPasica estimulada por calcio y por magnesio respectiva­
mente .
Para bloquear las reacciones en los tiempos deseados fue suficien
te con la adiciôn del reactivo I que era lo suficiente acida, evitan-
dose con esto el uso de los àcidos tricloroacético o perclôrico que 
aceleraban la precipitaciôn del ATP , dàndonos por tanto resultados 
equivocos.
Después de mezclar fuertemente durante 10 segundos la muestra con 
los reactivos I+II , se dejaron 10 min. a 22° C ( màxirao 180 min.), 
transcurrido dicho tiempo se enfriaron en un bafio de hielo/agua a 0°C
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durante 10 min. y a continuaciôn se centrifugaron a 1100 g a 5°C ,5 mi­
nutos . Con esto se eliminaban las perturbaciones debidas a la conden 
saciôn de agua en la fase orgànica, siguiendose con la inmediata lectu
ra de la fase butanol a 310 nm frente a un blanco con butanol.
32Este método junto al que se hace utilizando P ATP son de los mâs 
sensibles y con menos perturbaciones que hemos encontrado.
Método de Baginsky y col. : (1967)
Debido a que el método de Parvin/Smith requerîa mucho tiempo 
hasta obtener los resultados finales, aparté de los inconvenientes que 
suponian la mezcla del butanol y el agua, se probô otro método mas sen 
cillo en su realizaciôn descrito por Baginski. SegOn este se podria me 
dir una concentraciôn de ortofosfato muy pequefta sin que apareciesen 
perturbaciones debidas a uniones lâbiles de fosfato.
Se tomaron o.4 ml de los tubos de reacciôn ATPasica a los 10,20, 
30 y 40 minutos de afladir el substrato y se mezclaron con 0.W ml del 
reactivo A-TCA centrifugandose todo a 2500 g durante 10 min. .Con cui­
dado se tomô un mililitro del sobrenadante , evitando contaminaciones 
del resto de la mezcla, y se llevo a otros tubos que contenian 0.5 ml 
del reactivo AM.se mezclô bien y se afiadieron a estos tubos 1.0 ml del 
reactivo A-C. Despues de mezclar todo bien se dejaron los tubos en re­
pose durante 15 minutos a temperatura ambiente , se llevô a medir fren 
te a un blanco en un espectofotômetro a una longitud de onda de 700 nm.
En los dos métodos descritos la formaciôn del ortofosfato se cal 
culô a partir de la pendiente de la regresiÔn lineal formada por 
los valores de la extinciôn de las muestras medidas en funciÔn del 
tiempo , con relaciôn a una pendiente formada con los valores de extin
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ciôn obtenidos de la lectura de una soluciôn standard de KH_PO. . Esta2 4
sal fué previamente secada a 150 C hasta que la cantidad desecada 
mantuvo su peso constante.
3.3.c)DeterminaciÔn de proteina ; ( Hartree 1972)
La cantidad de proteina utilizada en cada experimento fué determ^ 
nada por el método de Hartree , pués por él se conseguïa una hidrôli­
sis mejor que por el método de Lorwy , importante en el caso de nues- 
tras ATPasas al ser estas proteînas unidas a la membrana, a lo que se
suma una mejor disoluciôn de estas.
Se prepararon los tubos de ensayo conteniendo la proteina standard 
en diferentes concentraciones ( 0-200 f i g ) y en otros la proteina expe 
rimental . Se diluyeron hasta un volumen final de 1 ml , se afiadiô 
0.9 ml del reactivo A, se mezclô y se mantuvo todo 10 min. en un bafio 
Maria a 50° C . Pasado este tiempo se sacaron dejàndoles enfriar en 
otro bafio hasta alcanzar los 22° C. A continuaciôn se echaron 0.1 ml 
del reactivo B a los tubos , se mezclô bien y se dejô 10 min en repose 
a temperatura ambiente ( 22° C ), seguido de la adiciôn de 3 ml del 
reactivo C. Se agitô todo fuertemente en un Vortex y se puso a incu­
bar en un bafio a 50° C donde permaneciÔ 10 min. Pasado este tiempo se
los enfriô hasta una temperatura de 22°C y las soluclones se leyeron
en un espectofotômetro frente a un blanco a 650 nm.
En todos estos experimentos se controlaron las posibles interferen 
clas en la lectura que podïan ser debidas a las soluclones en las que 
se encontraba nuestra proteina y para evitarlas se Incluyeron tamblen 
en el standard.
Los càlculos se realizaron como en los métodos anterlores .
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3.3. d) Método S^Nucleotldasa ; ( Gerlach y Hiby, 1970)
Para demostrar la no existencia de contaminaciones citoplâsmicas 
en los nucleos aislados utilizaroos éste método, sin olvidar que al en 
contrârse este enzima localizado en los microsomas celulares se util! 
za como referenda de la membrana celular.
El principio en que se basa es el siguiente: 
Adenosin-S’monofosfato + H^O ^I^Ü^Jëôtîdâsâ— ^ Adenpsina tH^PO^
Debido a que con este método no se puede medir directaunente la 
actividad de esta enzima, lo hacemos por medio de una inhibiciôn com­
pléta y selectiva a traves de iones de N^. De esta forma se midiô la 
reacciôn en presencia y ausencia de iones de , obteniendose en su 
presencia las fosfatasas inespecîficas y en ausencia de estos iones 
la suma de las actividades de las fosfatasas inespecîficas y la de la 
5' -nucleotidasa.
El medio contenla tampôn barbital sôdico pH 7.5( 30 mM), sulfato 
de manganeso( ImM) , con o sin cloruro de niquel (lOmM). Todo se pre- 
incubaba a 37° C y a los 10 minutos se afiadia la proteina ( 3-60 p g ), 
a los 15 min.,desde el comienzo del experimento, se afiadiô la adenosi 
na monofosfato (1 mM) , con lo que se comenzô la reacciôn, sacandose 
pruebas a los 10, 20, 30 min. y midiendose el P^  ^ formado por el método 
de Parvin/ Smith .
Para el desarrollo del aislauniento y medida de actividades enzi- 
mâtica de estos experimentos se utilizaron las centrifugas siguientes: 
Heraus modelo"Christ"( max. 6000 r.p.m), MSE modelo"Chilspin"( max. 
7000 r.p.m.) y MSE modelo"High Speed 18" ( max. 18000 r.p.m.)
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3.4. Método de Irradiaciôn
3.4. a) Condiciones de irradiaciôn;
Para irradiar se utilizô un aparato de rayos X"Picker" ajustado 
a 200 kV y 17 mA , dotado de un filtro de aluminio de 1 nun de espesor. 
La dosis total aplicada fué de 1000 rad, mientras que el rendimiento 
del aparato era de 315 rad / minuto , medido con un doslmetro Simplex 
dotado de una càmara de ionizaciôn para rayos X de 80-200 kV. Este do 
sîmetro se colocô en el espacio destinado a una jeringa, la cual se 
colocÔ en un "fanton" siendo este un aparato expresamente disefiado 
para nuestros experimentos, en donde ademàs hay espacio para otras 
tres jeringas que estàn destinadas a contener las células en suspen­
siôn para irradiar. La forma de este fanton la tenemos en la làmina I.
La distancia del foco de irradiaciôn al fantôn es de 30 cm y el 
tiempo de 3 min. 55 seg. por 1000 rad, controlàndose siempre la posi­
ciôn exacta del fantôn a irradiar , para que sea constante .
b) Irradiaciôn de las células:
Despues de tripsinizar las células se centrifugaron a 800g duran­
te 8 min. y se decantô el sobrenadante, las células se resuspendieron 
en NaCl (170 mM , que équivale a la osmolaridad de el medio donde 
crecen estos cultivos ( Raaphorst y col., 1977) ) y se metieron en je 
ringas de 2 ml dejando siempre una fuera sin irradiar pero bajo las 
mismas condiciones de temperatura y suspensiôn, que serà después util! 
zado como control.
Las jeringas a irradiar se fijaron en el fantôn que se lleno con 
agua a 22° C , manteniendose esta temperatura durante el période de 
irradiaciôn ( lo mismo se hizo con los contrôles).
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Después de Irradiar se centrifugô la suspensiôn celular para eli­
minar el liquide en que se encontraban las células y estas se resus­
pendieron en la soluciôn en la que se aislaran posteriormente los nu­
cleos , para llevar a cabo a continuaciôn los experimentos de mêdida 
de la actividad enzimàtica.
c) Irradiaciôn de los nucleos;
En este caso primero se aislaron los nucleos como se indica en el 
apartado 3.2 y en el mismo medio se irradiaron inmediatamente , bajo 
las mismas condiciones que hemos descrito anteriormente con las célu­
las complétas , seguido por la inmediata medida de la actividad ATP­
aslca.
En el caso de que los nucleos aislados e irradiados fueran desti- 
nados a la medida del volumen , fueron sometidos a una serie de pasos 
que describiremos a continuaciôn , antes de irradiar.
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Lânit I ,- Fantôn de plexiglas utilizado para irradiar las células 
o nucleos en suspension .
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] 3.5. Método para la determlnaclôn del volumen nuclear medio
I 3.5. a) Preparaciôn del material de experimentaciôn:
Los nucleos se aislaron como se indica en 3.2 , y se incubaron en 
un medio que contenta las mismas sustancias que para medir Ca-ATPasa 
* pero en las siguientes concentraciones : Tris/HCl 40 mM pH 7,6 o Imi-
1 dazol /HCl 40 mM pH 7,2 ( ambos a 37°C), EGTA ( de 0-1 mM), CaCl^ ( de
' 0.33- 8.3 inM) , ATP ( 0- 1.7 mM) . Siendo el volumen final de 1.2 ml.
’ Este medio se incubô a 37° C durante 5 minutos y se afiadieron los nu-
 ^ cleos aislados suspendidos en la soluciôn de aislamiento ( 0.4 ml de
I una suspensiôn celular que contenla lO^células / mililitro) , dejandolo
' todo 40 min. a la misma temperatura de preincubaciôn.
j Transcurrido este tiempo se hicieron generalmente dos series de
i experimentos con este incubado : A) en estos se afiadio la soluciôn he
xoquinasa y en otros B) no se afiadiô.
1 En la serie (A) formada por los tubos que contenian la mezcla
ATPasica se echaron 0.5 ml de la soluciôn hexoquinasa( formada por:
I enzima 23 ^ g/ml (1 unidad/ml) + glucosa 88 mM y CaCl^( de 0-5 mM) ).
Esta mezcla se puso a incubar durante 10 min. a 37 C , pasado este 
tiempo se dejaron enfriar a temperatura ambiente ( 22°C ) en un bafiô 
de agua y sal. A continuaciôn se irradiaron unos y otros se dejaron 
j como contrôles ( ver 3.4.c). El motivo del tratamiento con hexoquina­
sa era la de eliminar el ATP sobrante de la reacciôn ATPasica , pero 
sin olvidar que con este tratamiento se produce una diluciôn de todos 
los componentes , cosa muy importante en el caso del calcio. |
Con la sorte (B) despues de t r a n s c u r r l d o s  los 40 m in u t o s  , se de |
jaron enfriar hasta 22° C. i
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Después de irradiados o no , se tomô 1 ml de cada tubo y se mezclô 
con 14 ml de NaCl ( 153 mM ), para medir en el contador celular las 
variaclones del volumen nuclear, dependiente de los tratamientos rea 
lizados ( ATP, EGTA, pH , CaCl^ , hexoquinasa , e irradiaciôn ).
3.5. b) Factores a tener en cuenta en el método de medida:
- Diluciôndelamuestrapara elrecuentg
La medida del volumen en las condiciones en que se midiô la ac 
tividad ATPasica no fué posible debido a la tecnica de medida,q u e  se 
basa en el desplazamiento de un electrolito en un Capilar. Mientfas 
que en el test ATPasico se utiliza una concentraciôn de electrolito 
muy pequefia , en la medida de volumen al trabajar en estas condicio 
nés se obtenîa una gran interferencia de fondo que impedîa su medida. 
Debido a esto los nucleos despues de mantenerlos bajos condiciones de 
ATPasa se diluyeron 15 veces en una soluciôn dé NaCl ( 153 mM) en la 
que se midiô la variaciôn del volumen. Esto puede tener un efecto re- 
c/proco de la soluciôn salina con los nucleos , que no podemos des- 
cartar, pero teniendo en cuenta , que la medida de estos tiene lugar 
al final de la reacciôn ATPasica y a temperatura ambiente { 22° C) e 
inmediatamente después de mezclar, los resultados son paralelos a los 
obtenidos en la medida de la actividad ATPasica de otros experimentos 
antcriores y la influencia de la diluciôn es de poca importancia. 
Ademas segun trabajos publicados ( Pisareva y col. 1971, Bul'dyaeva 
1972, Letziger 1979) los cationes monovalentes tienen efectos recipro- 
cos con las histonas y los bivalentes los tienen con la membrana 
nuclear.
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 durante el recuento
Como no siempre podîamos efectuar el recuento inmediatamente 
depuès de las incubaciones ( por ejemplo en los experiroentosen que se 
querla ver el efecto de la trradiaciôn) se mantuvieron êstas a tempe- 
ratura ambiente en un baflo de agua. Con esto se Intentaba mantener los 
resultados constantes ( ver influencia de la temperatura en la activi 
dad enzlmàtica) , pero al tener lugar estos experimentos despuds de 
terminar la incubaciôn no va a influir mupho en los resultados fina­
les, aunque de todas mèneras estos se van a evaluar màs cualitativa- 
mente que cuantitatlvamente.
3.5. c) Dispositivo de medida :
— Agaratos :
—  Contador celular , Coulter Counter modelo ZBI de"Coultér Elec­
tronics LTD. Maxpender Herts England".
—  Capilar con un diâmetro de 50 f j m
—  Computadora : Digital PDF 11 RT-11 SJ (VO3-02)
Computer display Terminal
Terminai de trabajo Textronix 4010-1
Teletipo-Terminal Digital
Digital Securiter II modelo LA 36 CJ
—  üniones entre el contador celular y la computadora:
ORTEC Power Supply modelo 402H
Linear Gate and Strecher : Camberra 1454
— Programa de computadora:
Para la construcciôn del programa se tuvieron en cuenta los
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siguientes puntos : rapidez en la valoraciôn de Los resultados, sen- 
ci1lez en la metodologla , clara exposiciôn de los resultados .
El programa està formado de dos partes ( ver diagrama bloque), 
una parte standard y otra para el recuento de las células, para lo 
que utilizamos dos "puffers de computadora". Uno es el de trabajo re- 
lacionado directamente con el recuento celular directo de cada experj. 
mento y otro el de referenda que es el representate del recuento an­
terior al de la muestra que medimos, o al que hacemos referenda.
El objeto de la utilizaciôn de estos dos sistemas de "buffers" 
es el obtener en la misma proyecdOn la curva de referenda y aquella 
que résulta del experimento que medimos. El programa està pueS cons- 
truido de tal forma que permite un diàlogo continue con lo que se ob- 
tiene un càlculo mejor de la medida del volumen nuclear.
  Proyecciôn en la pantalla e interpretaciôn de esta;
En las fotos 2,3,4 se seflalan los valores iniciales de regula- 
dôn, calibraciôn,tiempo , forma de la proyecciôn , determinaciôn del 
factor de proporcional y una curva patron hecha con particulas de un 
diametro conocido.
En la foto 2 , despuês de dar la fecha y tiempo en que se empe
zô el experimento , se definen la disposiciôn del contador de parti­
cules : I =presenta la regulaciôn de la corriente que pasa por el or_i 
ficio del capilar ( dependiente del tamafio de las particulas a medir).
Z=define la amplificaciôn de la seRal. Grad y  > =estan destinados a
recoger las variaciones en la concentraciôn del electrolito ( en nues 
tros experimentos no lo utilizamos, por eso vemos el mismo valor) en 
que se encuentran suspendidas las particulas a medir. El acoplamiento 
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trucciôn del programa , para medir la distribuciôn 
del volumen nuclear.
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oscilocopio incorporado en el contador celular
En las siguientes lineas ( 7-12) vamos a encontrar una serie de 
datos necesarios para la determinaciôn del factor de proporcionalidad. 
Para esto necesitamos de la ayuda de particulas cuyo diametro es cono 
cido y que se encuentra en el intervalo en el que esten las particulas 
con las que expérimentâmes. Como este factor es dependiente tambien 
de la colocaciôn ( sintonizaciôn ) en el contador, determinamos su va 
lor en todas las posiciones màs utilizadas de I y Z , sin olvidar que 
en las posiciones limites no se obtenia una soluciôn lineal .Debido a 
esto se procurô que al cambiar las posiciones durante el experimento 
( ya que en el experimento modelo se salla de los limites fijados),se 
hiciera de tal manera que la curva de distribuciôn quedara lo menos 
afectada posible ( no debiendose afectarcon este cambio màs de dos po 
siciones de Z ).
En todas las medidas hechas para determinar el factor se hicieron 
contrôles de recuento ya que es necesario que el orificio de apertura 
del capilar esté siempre limpio , pués en caso de suciedad éste es 
màs pequeflo dando resultados falsos. Este control se realizô de una 
manera Ôptica por medio del contador ( oscilocopio} y de una manera 
acustica por la computadora y el contador celular ( se basa en la fre 
cuencia con que se oia la seflal o su abstenciôn, lo que denunciaba 
inmediatamente una obstrucciôn del orificio).
En las lineas 13 a 15 se dan las medidas de la proyecciôn por los 
términos : XB = limite inferior XN = limite superior SCA = nQmero 
de canales ( maximo 200).
Linea 16 = reloj incorporado : indica el momento en que se empezô 
a contar la muestra experimental y que despuês en las fotos de los re­
sultados aparece como " Clock" . En el caso de que después de cada
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recuento no se lleve el tiempo a 0,éste se sumarâ . Cuando se trata de 
una calibraciôn o ajuste el tiempo estàra en relacion con el"buffer"A 
En las lineas 17-18 aparecen los tërminos siguientes:
COPYA = Indica el contenido del"buffer" A y se copia en "buffer" B 
ZERO B = Por medio de él se borra el "buffer" B.
AAND B = Se suman el contenido de A al "buffer" B , quedando el prl- 
mero borrado.
NingQn dato : En èste se borra el"puffer A" al empezar con el siguien-
te recuento . El "puffer B" permanece invariable.
Figura 3: Es una continuaciôn de la construcciôn de la médida del
experimento , empezada en 3.
En la linea 1 se suma el contenido del buffer A con el de B, pero per
maneciendo el contenido de ambos invariable ( cosa que no ocurria en
AAND B).
De las lineas 4-12 aparecen los mismos tërminos que habiamos 
visto en la fig. 2 , es decir tiene lugar un nuevo recuento, pero ba- 
sandonos en los resultados de (2). En el caso de tener que ceunbiar el 
amplificador tenemos que calibrar de nuevo.
Figura 4:En la que vemos dos partes,un texto y una curva.
En el texto que no està encuadrado se especifica el experimento que 
vamos a medir(parte superior)mientras que en la parte derecha se en­
cuentran la fecha y los ajustes del contador celular , relacionados 
con el buffer correspondientes ( A,B,Z,I,K).
Todo lo que esta encuadrado corresponde a los resultados obteni- 
dos con los "buffers" A y B , especifIcandose lo siguiente:
MEAN DIAMETER , corresponde al diametro medio ( la unidad es >um) 
cuyo valor viene dado por la Columna que prlmero contiens el nùmero
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de particulas ( nucleos) que hemos fijado como tope , lo que no siem­
pre coincide con el valor medio de la distribuciôn.
3
TOTAL VOLUME , siendo la unidad de medida tambiën yjm , nos indica 
el volumen total de todas las particulas contadas. Este dato tiene 
mayor importancia al relacionarlo con el momento del recuento dado en 
" Clock", ya que de esta forma es una referenda de la intactibilidad 
de las particulas que medimos (teniendo en cuenta que las suspensiones 
mantengan la misma concentraciôn).
3
MEAN VOLUME : la unidad es pm / particule por el que obtenemos 
el valor medio del volumen por particule. Este dato es de gran impor­
tancia , pero su càlculo no fue siempre exacto debido a que las parti 
culas no se distribufan linealmente en el intervalo donde se encuen­
tran principalmente las de mayor tamafio de la poblacidn ] por esta 
razôn vemos un pico al final de la curva que lôgicamente afectarà a 
la curva principal.
BANDWIDTH : corresponde al ancho de la banda , su unidad es en 
/im . Este dato tiene valor solamente en el caso de que la curva de 
distribuciôn tenga forma simètrica respecto al eje Y .
PROYECCION DE LA CURVA: en ^sta vemos un texto a la izquierda
donde se nos indica que los càlculos se hicieron en relaciôn al % y 
los valores imprimidos debajo corresponden a la clase que contiene 
mayor nOmero de particulas ( es otra forma de poder contrôler la exac 
titud del recuento). A la derecha de la curva nos encontramos: 
d o c k  o tiempo en que se realizô la medida
Grad y  > , donde se dan las variaciones de la concentraciôn salina
de la misma manera que aparece en la fig (2) y que tampoco utilizamos 
en estos experimentos.
— 4^  “
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Fig. 4 ,- Proyecciôn de la curva de un experimento modelo y
los paràmetro utilizados en ella.




4.1.1. Cgu:e>cterlstlca5 del crecimiento;
Al lnplantar inôculos de oêlulas en cantidades dadas por n, 2n, 4n, y 8n ( n=
0.7 X 10^ celulas / ) cbservamos lo sigulente :
1) Conseguinos una caracterizaciôn de la linea CHO en crecimiento monolami- 
nar .
2) Observâmes la existencia de un mlnimo de 40 horas, por debajo del 
cual las células apenas si se dividen, sino que crecen y se fijan
a la superficie del recipiente que las contiene . Una vez alcanzado 
este estadio se ve que la pehdiente de reproducciôn celular se acen 
tOa, estando ésta en relaciôn con el nümero de células implantadas.
3) No se ye de todas formas un crecimiento exponencial como ocurre p. 
e. en las bacterias o en otros microorganismos.
4) El màximo de células por superficie de crecimiento lo alacanzan en 
un intervalo de tiempo muy pequefto y ademàs independiente del nüme­
ro de células del inôculo.
5) A la vista de estos resultados podemos calcular al cabo de cuanto 
tiempo tendremos un nümero determinado de células ( relaciôn entre 
el tiempo y la densidad del inôculo ).
6) Hay un nümero màximo de células ( segun el tipo de frasco de. cultivo 
varia un poco)del inôculo hasta conseguir el màximo necesario para
un experimento y que està entre las 38 y las 48 horas , siendo su 
nümero alrededor de 2 x 10^ cel/ botella de infusiôn. Esto quiere 
decir que al implantar màs células , tendremos màs material en el
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en el sobrenadante pero la superficie de crecimiento no estarà cubier- 
ta . Una explicaciôn a este fenômeno podrla ser que el nümero de cèlu 
las en fase aumenta al elevarse la concentraciôn de células por ml 
en la botella de cultivo nueva y permanecen en esta fase . Ademas de 
esto las células no aparecen en su forma epitelial tîpica sino redon- 
deada, con espacios vacîos de células ( lo que muestra que no han al­
canzado el màximo).
7) Se obtiens tambiën cual es el mlnimo de cëlulas por inôculo, debajo 
del cual , ëstas tardan mucho en alcanzar su estado de divisiôn . En 
este caso necesitamos alterar las caracterîsticas del tampôn modifi- 
cando su pH màximo por gasificaciôn y a pesar de ello no se consigne 
el màximo esperado.
4.1.2. Contrôles del cultivo:
Los contrôles se hicieron regularmente; al principio aplicando el 
método radiactivo que se basaba en la relaciôn entre uridina y uracil, 
pero al encontrar en nuestros resultados que estos no se mantenian 
constantes,unido a lo costoso y lento con relaciôn al otro método nos 
hizo aplicar unicamente este método citolôgico.
Por el método de Chen y col. se ven perfectamente teüidos los 
nucleos , nucleolos y dependiendo del papel utilizado , se ponen de 
manifiesto màs o menos claramente las contaminaciones debidas a los 
micoplasmas en el caso de que los cultivos esten contaminados.
Segun el tiempo de exposiciôn y tipo de papel elegido para las 
fotografias posteriormente,se podlà detectar màs o menos claramente 
las posibles contaminaciones . Asî en papel A^ ( Lam. II) se veian los 
nucleos muy bien , al igual que sus contornos con muy poca fluorescen 
cia fondo , y aparentemente libre de micoplasmas.
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Lam IIObser va ci on de un cultivo de células
con contaminaciôn de PPLO, por el método 
de Chen . ( panel "blando" )
Lam, III misma observacion que en fig. 2 , pero
en otro tipo de papel de fotografia^”cixiro"j
DO -
Cuando las fotos se hicieron en papel del tipo , a pesar de ser
la misma muestra, se observa una fluorescencia mayor de fondo, los nu­
cleos presentan sus contornos difusos,no viendose su estructura inter­
na como en el otro papel , pero los micoplasmas { pequeftos puntos 
blancos situados alrededor del nucleo) se ven màs claramente(Lam III).
Debido a estas ventajas y desventajas de ambos tipos de papeles 
fotogràficos elegimos uno o el otro segun el preparado aparecia en el 
microscopic fluorimëtrico.
Ademas de este método , se llevaba un diario del aspecto morfolô- 
gico del cultivo en frascos en las que no se cambiaba el medio
de crecimiento , puës segun Tobey y col.(1971), si las células estan 
infectadas alcanzan el estadio estacionario , siendo su concentraciôn
la mitad de cuando el cultivo no està contaminado, a lo que se une el
aparecer en el medio màs material en suspensiôn debido a que mueren 
antes ( separaciôn de la superficie de crecimiento).
4.2. AISLAMIENTO DE LOS NUCLEOS
4.2.1. Observaciôn microscôpica:
Los experimentos realizados para aislar los nucleos se fueron si- 
guiendo con el microscôpio y segun estas observaciones se iban modifi- 
cando los tratamientos , hasta conseguir los resultados deseados , 
despuës de los cuales se iban a someter a los contrôles enzimàticos , 
para ver las posibles contaminaciones y su funcionalidad.
En la Lam IV las células se encuantran en el medio de crecimiento 
" ' después de tripsinizar para separarlas de la superficie de cre
cimiento . En ella se puede observar como las células poseen unas ex- 
pansiones citoplasmàticas propias de esta linea , pero que desaparecen
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al resuspenderlas en la soluciôn salina de NaCl ( 153 mM ),como vemos 
en la lâmina(V) , en donde ademàs el tamaào de las células ha disminui 
do , lo que ocurre cuando se encuentran en esta soluciôn un determinado 
tiempo , ya que por otros experimentos hemos visto que inmediatamente 
de resuspender las células en NaCl tiene lugar un pequefio hinchamiento.
En las làminas VI y VII vemos el efecto de los medios de aisleunien 
to de Melero y col. (VII) y de Wray y col (VI). En ambos aparecen las 
células hinchadas con la estructura nuclear difusa pero completos.
Por el roètodo de Melero obteniaraos despues de pipetear , nucleos 
acompaflados de restos citoplàsmicos ( lam. VIII) que por su tamaAo se- 
dimentaba en la centrifugaciôn con los nucleos y por lo tanto dificil 
de separar( lam.IX). Cuando pipeteabâmos màs tiempo o màs intensamente 
nuestras células, ëstas se rompian debido quizà a sus caracterîsticas. 
Posteriormente al aplicar el test de la nucleotidasa encontrabamos un 
resto de actividad que nos indicaba contaminaciones citoplàsmicas.
Debido a estos resultados aplicamos el método de Wray en donde ob­
servâmes , que si bien el medio de aislamiento reunia las condiciones 
deseadas , al pasar la suspensiôn celular por la inyecciôn , gran parte 
del material citoplàsmico permanecia pegado a los nucleos ( lam. X) , 
por cuya razôn recurrimos a un detergente .
En la làroina XI vemos las células suspendidas en el detergente pero 
en una concentraciôn 10 veces raenor a la indicada por Melero. El mot! 
vo de la reducciôn en la concentraciôn , es el evitar que se afectara 
al sistema con el que trabajamos , que està unido a la membrana nuclear 
lo que significaba una interferencia de estas uniones por acciôn del 
detergente. Otro puuto a tener en cuenta es que dependiendo del esta­
dio de làs células , las acciones del detergente y el efecto mecànico
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(paso por la inyecciôn) tenian que tener lugar de tal manera que las 
células no explotaran antes del tratamiento mecànico , sino por acciôn 
de este , ya que en caso contrario se obtenfan fragmentes citoplàsmi­
cos de gran tamaMo que permanecfan pegados al nucleo y dificil de se­
parar posteriormente por centrifugaciôn. Por esta razôn contrôlâmes el 
tiempo de suspensiôn de las células en la soluciôn de aislamiento sin 
y con detergente , obteniendo que despues de 4 minutes de suspensiôn 
en la soluciôn de Wray, si se aôadia el detergente y se inyectaba in­
mediatamente , las células que se habian contraido un poco , pero sin 
llegar a explotar por el tratamiento con el detergente , al pasarlas 
por la inyecciôn se producia la rotura de la membrana celular, quedan 
do pequeftos restos de material citoplàsmico pegados a los nucleos de 
màs facil separaciôn por centrifugaciôn de Ôstos,( lam. XII y XIII).
As! combinando los dos métodos e introduciendo pequeftas modifica- 
ciones , conseguimos unos nucleos en donde al controlar la actividad 
enzimàtica de la 5-nucleotidasa se nos confirmaba su pureza , pues 
toda la actividad permanece en el sobrenadante y no quedan restos en 
los nucleos. No olvidando los contrôles hechos por los autores de es 
tos métodos que son coïncidentes.
— 93 —
m
Lard, IV. Células suspendidas en el medio de cre-
rimiento " F,_".12
m
Lan, V Células suspendidas en 153 mM NaCl.












LaniiVIIIi- L’ucleos aisl.ados por el método de Melero 
antes de centrifugar.
A
an,, IX , Niicleos arslados por el método de Melero 
despues de centrifugar.
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Lam, X Efecto mecànico (inyecciôn) sobre las 
celulas suspendidas en medio de aisla­
miento (Wray).
Lam. XI,-Efecto del detergente P-40(.l %) sobre 




Lanii XII* ' M'icleos aislados con el medio de Wray 
conieniendo detergente { P-40,1%)antes 
de centrifugar ,despues del paso de in­
yecciôn
i
Lan.XIII Nucleos aislados en el medio Wray +
P-40, despues de inyecciôn y centrifu­
gaciôn.
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4.2.2. Pruebas con la 5"-nucleotidasa
Una vez comprobada la pureza de los nûcleos por métodos microscô- 
picos , investigamos si tenian contaminaciones citoplàsmicas, para 
lo que utilizamos el test de la 5'-nucleotidasa.
Primero contrôlâmes si los reactivos necesarios para que se efec- 
tue la reacciôn enzimàtica producian interferencias en la medida del 
P p o r  el método de Baginski , viendose que se formaba un sedimento 
y una pellcula muy dificil de separar del resto del soluto ,lo que 
ocurria unicamente en las pruebas que contenlan P^ ,^ dàndonos ademàs 
resultados inconstantes , por lo que se utilizô el método de Parvin/ 
Smith, que nos daba valores constantes y las interferencias eran prac 
ticamente nulas.
Se midieron las actividades especificas en el homogenizado total 
de las células ( suspensiôn celular), en la preparaciôn nuclear y en 
el sobrenadante que se obtenia al sedimentar los nucleos por centrifu 
gaciôn que séria el resto citoplàsmico.
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Se calculs el valor medio y la desviaciôn standard de las activi­
dades especîficas de las partes indicadas anteriormente, en relaciôn 
a la actividad enzimàtica de la suspensiôn celular segOn vemos en la 
tabla II.
Por medio de estas actividades podemos ver que mientras en los nu­
cleos aislados no aparece ninguna actividad , en la fracciôn citoplàs 
mica se encuentra practicamente toda. La pérdida que se observa del 
4% puede ser debida a las manipulaciones que hay que llevar a cabo 
hasta su medida .
4.2.3. Medida de fosfato por el método de Baginsky y col. (1967)
Como ya hemos indicado anteriormente, se obtuvieron interferencias 
al aftadir la soluciôn standard de en este test . Asi nos encontra­
mos que al afiadir el ATP en una concentraciôn mayor a 5 mM , se obte­
nia una soluciôn turbia que no se podla eliminar e interferla en la 
lectura colorimètrica. Tambien se observô que al aftadir los nucleos 
aislados en la soluciôn de aislamiento se formaba un precipitado que 
no sedlmentaba por centrifugaciôn. Todos estos problemas nos hicieron 
prescindir de este método , apesar de ser màs ràpido.
4.2.4. Medida de la cantidad de protelna por el método Hartree y co1.
Al hacer los experimentos con la protelna standard para comparar 
los resultados obtenidos por este método y los de Lorwy y col.(1951) 
vemos que la pendiente permanece constante en relaciôn a la cantidad 
de protelna ya que se lleva a cabo una hidrôlisis màs compléta de las 
protelnas insolubles importantes en nuestra reacciôn enzimàtica.
Ademàs vimos que la variaciôn de la pendiente al sustitulr el agua
por nuestra soluciôn de aislamiento habla un 20 % de reducciôn en la
misma, pero se mantenia constante y no se observaban Interferencias






»• 1* Mo 10Co I t o1(0
/ig proteina (seroalbumina bovina)
Fig, I Efectos comparatives entre la determinaciôn protelnica
utilizando los métodos de Hartree( o o) y de Lorwy,
et al. (#---•).
En la fig. 1 se recogen la medlda de la proteina standard por los 
métodos de Hartree y Lorwy , pudiendose observer ,que mientras por el 
primer método se mantiene la linearidad hasta concentraciones altas, 
por Lorwy la pendiente no se mantiene confltante sobre todo en concen-
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traclones apartir de los lOOug de proteina.
TABLA III : Efecto de la soluciôn de aislamiento en la determinaciôn 
de proteina con el método de Hartree.
AlbOmina Valor medio de %
(Img/ml) la pendiente (a)
1 ml de H^O 3.06 - 0.2 100
0,1 ml (s. aislt.) 2.43 - 0,2 80
Estos câlculos se hicieron aplicando la regresiôn lineal.
4.2.5. Medida de fosfato por el método de Parvln/Smith :
En primer lugar se hicieron como en casos anteriores los contrôles 
para determiner las posibles perturbaciones que podian existir en las 
lecturas colorimétricas. Empezaraos por el fosfato standard , en donde 
las concentraciones de éste eran semejantes a las que se obtenian en 
el test ATPasico ( 5, 10, 20, 30 nmol en 1,5 ml P^-volumen muestra), 
con estas medidas construimos la linea cuya pendiente iba a ser la 
referenda para el resto de los experimentos o contrôles ( en caso 
de estos se tomaron siempre las mâximas concentraciones que ibamos a 
tener el medio de reacciôn).
1) Temgeratura , Como ya aclaramos en métodos esta se mantuvo constan 
te a 5° C , puës un cambio en la temperatura afectaba a los réac­
tives manifestandose en el valor de la pendiente al medir la solu­
ciôn standard de P. .
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2) Tiempo , sobre todo en las medidas espectofotomètricas ( entre mues 
tra y muestra) se ténia que mantener constante.
3) Soluciôn de aislamiento . Se ve un aumento en la absorciôn al medir
el en presencia del medio en el que aislamos nucleos y para eli-
minar este efecto , mantenemos su concentraciôn lo màs diluida y 
constante en los expérimentes realizados
4) Proteina . Cuando se aumentô la concentraciôn de la proteina en el
test ( 0 a 270 /jg/ml) se vé una variaciôn en la pendiente standard
obteniendose una pérdida de unl5% para una concentraciôn de 270 /jg 
/ml con respecte a concentraciones bajas. En nuestros experimentos 
no utilizamos generalmente estas concentraciones tan grandes , a 
escepciôn de los contrôles de la actividad ATPasica , al querer de 
finir los limites de concentraciôn protelnica en funciôn de la ac­
tividad enzimàtica. Normalmente en nuestros experimentos trabaja- 
mos en un intervalo entre 15 a 50 /ig/ml , a lo que tenemos que unir 
la diluciôn que tiene lugar al aftadir el resto de los componentes 
de la reacciôn. Con todo esto la përdida de pendiente en relaciôn 
al patrôn es del 3 a 5%.
5) El tampôn Tri^Cl ( 0 -150 mM) utilizado en nuestros experimentos 
produce incluso en las concentraciones màximas una disminuciôn de 
la pendiente de un 8 % como màximo.
6) El ATP asi como las sales de calcio , magnesio o EDTA no parecen 
influenciar en las concentraciones màximas utilizadas en nuestros 
experimentos.
Una vez realizados estos contrôles sobre posibles interferencias 
de los componentes de la reacciôn enzimàtica ATPasica y despues de 
obtenida la curva patron , referenda necesaria para los calculos pos 
teriores , se procediô a la medida de la actividad nuclear ATPsica.
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4.3. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LOS NUCLEOS AISLADOS
4.3.1. Determinaciôn ATPasica :
En trabajos anteriores ya publicados ( Nievergelt 1976)se hablan 
determinado los efectos de la trlpslna sobre su actividad, vlendose 
que ësta permanecla constante en un intervalo entre 5 minutos y 2 horas 
, fuera de cuyo tiempo se obtiene una pérdida de estas enzimas situa- 
das en la membrana.
Al utilizer EDTA o métodos mecànicos para separar las células de 
la superficie de crecimiento , si bien la actividad enzimàtica no se 
alteraba mucho ( se obtenîa un 10 % màs que por medio de tripsina) 
las células permaneclan pegadas a la superficie cristalina y al inten 
tar separarlas o bien era practicamente imposible de una manera suave 
o se rompîan al intensificar el tratamiento, esto trala consigo difi- 
cultades posteriormente al aislar los nucleos.
1) Actividadbàsica ; La deflnlmos como la actividad ATPasica obteni­
da al medirla bajo las condiciones dadas de temperatura, pH y 
demas componentes de la reacciôn enzimàtica con excepciôn de Ca^^ 
y Mg^^ . Esto se hizo para controlar los distintos compuestos de 
ATP que podrîan contener impurezas de iones metàlicos que acompafta 
sen . Para eliminar estas oscilaciones primero se controlaron aôa 
diendo distintas concentraciones de EDTA , con lo que obtuvimos 
que para una concentraciôn de 1 mM la actividad bâsica se roantenla
constante independiente del origen del ATP . Su valor fuê de 0,2
-1 -1 
^mol de . h . mg
2) Concentraciones de CaCl- y MqCl»: La concentraciôn màxima de la sal 
de calcio fue de 5 mM para medir Ca-ATPasas , observandose tambiên
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que si la concentraciôn era mayor de 6 mM se formaba un precipita- 
do de fosfato càlcico ( soluble por àcidos ), dependiente del tiem 
po de incubaciôn y la concentraciôn de proteina .
En el caso de la ATPasa estimulada por magnesio el màximo se obte- 
nia cuando la concentraciôn de cloruro magnésico era de 2 mM.
3) E l p H tambièn fue determinado , encontrandose que para 8.0 se obte 
nia el màximo de actividad enzimàtica , pero para mantener la con- 
sistencia de la membrana se experimentô con un pH de 7.5 a 37^C.Se 
utili^ô Tris/HCl ya que su pK quedaba dentro de estas oscilaciones.
4) ATPj_ El màximo formado dependiente de la concentraciôn de ATP 
en la reacciôn enzimàtica se obtuvo con 3 mM de ATP si mediamos 
las ATPasas estimuladas por calcio y de 1.5 mM en las estimuladas 
por magnesio. (Para hacer estos experimentos se tomaron cantidades 
menores del incubado (0.1 ml),con lo que no sobrepasabamos el màxi 
mo permitido de ATP en la determinaciôn del fosfato (interferencias)
5) Proteina^ Se controlô la dependencia de la actividad enzimàtica es^  
peclfica y la concentraciôn de proteina en un intervalo de 30-210 
^g/ml, encontrandose que la pérdida relativa al aumentar la con­
centraciôn de èsta era de un 55% en las estimuladas por calcio, y 
de un 67 % en las Mg-ATPasas (el 100% estaba para 50 yug/ml) .Parte 
de esta pérdida era debido a las interferencias del test de P^.
6) Temperatura: Se midiô la actividad enzimàtica a las temperaturas
^  ^  ^
de 22° y 37° C , que son los valores en que las células con que 
trabajamos realizan sus funciones . Los resultados obtenidos se re 
cogen en la tabla IV dada a continuaciôn.
Por medio de estos contrôles se caracterizaron las enzimas para 
los trabajos que se Iban a llevar a cabo , pero con las ATPasas nu- 
cleares , que son con las qu experimentaremos.
—  ÔJi —
TABLA IV : Efecto de la temperatura sobre la actividad ATPasica.
Actividad enz.
especîfica


















4.3.2. Actividad enzimàtica de ATPasas nucleares;
En primer lugar se midiô la relaciôn en que se encontraban las ac 
tlvidades especîficas de las ATPasas nucleares ( dependiente de Ca^^ 
de Mg^^ ) con las de suspensiôn total y la fracclôn citoplàsmica que 
quedaba al aislar los nucleos.
TABLA V : Actividad enzimàtica en nucleos aislados y ^  distribuciôn 
en otras fracciones.
Actividad enz. Condiciones Suspensiôn total Nucleos aislados Fr. citoplôsmic
-1 -1  ^estimulaciôn ^mol P..mg . h  % % Iespecî f ica
/jmol P.





1 . 2 + . 2  
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En cuanto a la pérdida de la actividad debido a las manipulaciones
llevadas a cabo hasta aislar los nucleos , fueron en el caso de las es
timuladas por calcio de un 5% y en el caso de magnesio de un 17%.
En la tabla V vemos que la actividad ATPasica màs grande se encuen 
tra en los nucleos aislados (especîfica), mientras que en la actividad 
total aparece algo mas marcSda en las Ca-ATPasas que en Mg-ATPasa, re 
sultando en ambos casos aproximadamente un tercio de la actividad total.
1) Efecto de la Oligomlclna : Estos experimentos se realizaron en pre­
sencia de oligomicina para poner claro si en los nucleos aislados 
se encontraban ATPasas sensibles a esta (<!contaminaciones citoplâs- 
micas, retlculo endoplasmàtlco ?), pero como se ve en la tabla VI 
no se encuentran apenas diferencias entre las actividades enzimàti- 
cas con o sïn oligomicina , tanto en la ATPasa estimulada por calcio 
como por magnesio.La concentraciôn de esta fue 4 ug/ml y los resul­
tados se dan en % en relaciôn a contrôles.
TABLA VI : Inhibiciôn de la actividad ATPasica por Oligomicina.
Suspensiôn total Nucleos aislados Fracciôn citoplôsmica
Ca-ATPasas H  ^  13 1 0 + 1 3  4 13
Mg-ATPasas 7 + 8  2 + 1 0  1 0 + 9
Lo que tamblen podemos observar en esta tabla es la gran desviaciôn 
obtenida en los resultados
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4.4. EFECTOS DE LAS IRRADIACIONES SOBRE LA ACTIVIDAD ATPasica
4.4.1. Irradiaciôn total (1000 rad ) de las células :
Las células se suspendieron en 170 mM NaCl como ya se indicaba en 
métodos y se irradiaron procedièndose despuës al aisleuniento de los 
nucleos seguido todo de la medida de la actividad enzimàtica . Los 
resultados obtenidos se recogen en la tabla VII dada a continuaciôn.
TABLA VIT : Actividad ATPasica en contrôles y células irradiadas con 
rayos X ( 1000 rad ).
Actividad enz.
-1 -l 







Contrôles 1.3 + .3 2.2 ♦ .4 1.4 + .3 2.5 ♦ .2
Irradiados 0.9 + .2 2.2 ♦ .4 1.1 + .5 2.4 ♦ .5
Reparte de la
actividad enz.(%) 32.3 + 4
32.5 + 3.7
Actv. permanente
en irr/controles (%) 69 100 79 96
Vemos pués que hay una pérdida de la actividad enzimàtica depen­
diente de calcio , mientras que la dependiente de magnesio permanece 
màs o menos Inalterada , no varlando mucho cuando procédé de los 
nûcleos aislados .
Estos valores lo mismo que los que siguen se realizaron sacando 
los valores medios de seis experimentos.
—  6 0  —
4.4.2. Irradiaciôn de los nQcleos aislados (lOOOrad) en el medio de 
aisleuniento;
Los nQcleos despuës de aislados se irradiaron en la soluciôn en 
que se habian aislado , midiendose la actividad ATPasica inmediatamen- 
te. Los resultados aparecen en la tabla VIII que sigue.





-1 -1 pmol P^.mg . h
Mg-ATPasa
-1 -1 /umol Pj^.mg .h
Contre)es 1.0 + .2 2.1 + .2
Irradiados .9 + .1 2.1 + .1
Actividad relativa
90despues de irradiar(%) 100
Como podemos observar al medir la actividad ATPasica inmediatamen- 
te despuës de irradiar se obtenîa una pequefta pérdida de la estimulada 
por calcio , pero la estimulada por magnesio permanecla practicamente 
constante , No hay que olvidar que durante el tiempo de irradiaciôn los 
contrôles estuvieron en un baflo de agua a la misma temperatura y condi 
clones que los que se irradiaron.
4.4.3. Comparaciôn de la actividad ATPasica en nQcleos aislados, proce- 
dentes de células o de nucleos aislados e irradiados ( 1000 rad)
Se compararon los resultados obtenidos al irradiar las células
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complétas en una soluciôn de NaCl 170 mM , seguido del Inmediato ais 
leuniento de los nucleos para determinar su actividad enzimàtica y la 
obtenida cuando despuës de aislar los nucleos se irradiaron , para su 
posterior medida de la actividad ATPasica ( los nucleos se irradiaron 
en el medio de aislamiento para su mejor estabilizaciôn).
Los resultados se encuentran en la tabla IX
TABLA IX : Actividad ATPasica de nucleos aislados e irradiados y en 




/miol Pj^ .mg .h
Contrôles
Irradiados
Relaciôn en % 
irrad/ control
Nucleos aislados de 
células irrad. en NaCl
Nûcleos aislados e irrad. 







79 96 90 100
Estos resultados nos indican un claro efecto por acciôn de la ra- 
diaciôn , cuando se irradian las células complétas y despuës se aislan 
los nûcleos para medir su actividad ATPasica , siendo este efecto màs 
patente en la que està estimulada por calcio.
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4.5. MEDIDA DE LAS VARIACIONES DEL VOLUMEN NUCLEAR
4.5.1. Varlaciones del volumen nuclear:
Las curvas de distribuciôn que vemos en las fotograflas (figuras) 
que siguen, provienen de nûcleos aislados, los cuales se mantuvieron 
en los mismos medios de incubaciôn que para la reacciôn ATPasica (es­
timulada por calcio) y hexoquinasa introduciendo algunas variables(ver 
métodos).
Otro punto a tener en cuenta es que aunque no se variô la soluciôn 
de aislamiento de los nucleos en estos experimentos, se obtienen algu­
nas diferencias en la manera en que éstos se comportan, variando la 
distribuciôn del volumen nuclear de una a otra experiencla,por esto 
sôlo se comparan las fotograflas que corresponden a distintos efectos 
pero donde los nûcleos se aislaron en un experimentô y no las proceden
tes de 2 ô 3 aislamientos nucleares independientes.
En las fotograflas que obtenemos de la computadora, comparamos no 
solo las dos curvas que aparecen en una figura sino la de diferentes 
fotografias del mismo experimentô ( "puffer A y B").
4.5.2. Efecto de calcio :
En este caso tenemos que distinguir cuando no hay ATP en el médio
ATPasico y cuando lo hay ;
1) Sin ATP en el medio de incubaciôn , se observô que al aftadir CaCl^ 
se producla un aumento en el tamafto de los nucleos ( fig.5)
En la fig.5 se vlô un aumento claro del volumen, al aumentar la 
concentraciôn de calcio de 1 mM ( "puffer B") a 5 mM ( "puffer A")
2) Con ATP . Cuando el ATP se encontraba présente en la soluciôn
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de Incubaciôn ATPasica se obtiene un efecto semejante (fig.6,7,8) 
al observado anteriormente , es decir encontramos que al aumentar 
la concentraciôn de CaCl^ se observa un aumento de volumen.
Fig.6 Las concentraciones de CaCl^ fueron 1 mM "puffer A" y 5 mM 
en " puffer B" claro aumento del volumen nuclear.
Fig-7 Las concentraciones de CaCl^ fueron:"puffer A" 5 mM,"B" 2 mM 
Fig.8. Concentraciones de CaCl^ fueron: "puffer A" 2 mM, "B" 10 mM. 
Las comparaciones de lo efectos que tienen las variaciones de la 
concentraciôn de CaCl^ en presencia o ausencia de ATP las tenemos 
en la figura 9.
Fig. 9 .Observâmes que el volumen nuclear medio es mayor si la con 
centraciôn de calcio es de 0.3 mM en ausencia de ATP("puffer A"), 
que cuando la concentraciôn de esta sal es de 2 mM en presencia de 
ATP en el medio ( "puffer B" ).
4.5.3.Efecto de EGTA . Como estâbamos interesados en ver como se iban a 
comportar los nucleos en total ausencia de calcio y en la soluciôn 
de aislamiento siempre hay CaClg ( ver métodos), se intento comple 
jar esta sal con EGTA ,"substrayendose" asi el calcio del medio .
El resultado de este îcomplejamiento se présenta en la figura 10, . 
donde se observÔ que al aOadir el ■complejante se produce una re- 
ducciôn del volumen nuclear de parte de la poblaciôn y de destru- 
cciôn de otra parte.
Fig. 10. En el "puffer A" los nucleos se encuentran en un medio ca 
rente de ATP , sin posterior adiciôn de CaCl^, es decir que su con 
centraciôn fue de 0.3 mM sin EGTA. En el " puffer B" las condicio­
nes de ATP y calcio son las mismas que en A pero se ha afladido 
EGTA al medio con una concentraciôn de 1 mM. Las grâficas nos
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nos muestran una clara disminuciôn del volumen en parte de la pobla 
ciôn y en otra una destrucciôn de la poblaciôn ( disoluciôn de la 
membrana nuclear?) . Otro indicio que nos confirma la rotura de una 
parte viene dado por el tiempo que se tardô en contar la pobla­
ciôn en el puffer A ( 35 segundos), mientras que en el B donde se 
encontraba el EGTA fue de 65 segundos . Como sabemos que el tiempo 
utilizado para el recuento de poblaciones , con el mismo nûmero de 
particules se mantiene aproximadamente constante, sino se han pro- 
ducido ningOna rotura, podemos decir que en esta populaciôn se han 
producido cambios en ella dando lugar a rotura de membranes y pér­
dida de volumen.
5.4.Efecto de ATP. Con los experimentos que siguen se intentô aclarar 
el efecto del ATP sobre el volumen nuclear y al mismo tiempo ver 
si influla sobre las variaciones que hemos obsevado al aOadir CaCl^ 
o variar la concentraciôn de èsta sal.
Cuando los nûcleos se encontraban en una soluciôn donde la concen­
traciôn de calcio es minima , como es en la soluciôn de aislamiento 
( 0.3 mM) y ahadimos ATP ( concentraciôn final 1.7 mM) observâmes 
una destrucciôn de la poblaciôn grande ( incluso mayor que la obte­
nida al ahadir EGTA) . La suspensiôn nuclear se hizo transparente 
apareciendo al tiempo un "precipitado", que al observarlo al mi- 
croscôpio aparecfa estar formado no por nucleos pegados , sino ma­
terial nuclear sin membranas enteras de separaciôn . El tiempo como 
indicamos en el apartado(3) , tambien marcaba una clara diferencia 
entre el utilizado para medir la poblacion en puffer A ( 21 segun­
dos) y en B ( 153 seg.) .
Figura 11. En esta se ven los efectos del ATP cuando la concentra­
ciôn de calcio es minima 0.3 mM. Puffer A =-ATP , B= + ATP (1.7 mM)
-  73 -
Posteriormente se increments la concentraciôn de CaCl^ de 1-5 mM 
con o sin ATP. Se observô que al aumentar la concentraciôn de 
calcio en el medio que contenla ATP,el aumento experimentado por 
los nucleos era menor,respecto al que ténia lugar cuando en la 
soluciôn no habia ATP ( fig. 12 , 13).
Debido a que antes de la medida del volumen nuclear se aôadla la 
soluciôn hexoquinasa( ver métodos) , podrla atribuirse este fenô- 
meno de distinto aumento de volumen para igual concentraciôn de 
calcio , no solamente a la presencia de ATP exclusivamente , sino 
al acoplamiento de éste con la hexoquinasa, por lo que repetimos 
el experimentô pero eliminando la hexoquinasa . Como se vé en la 
fig. 14 , el volumen de los nucleos sin ATP es mayor que en donde 
el ATP esta présenté.
Figura 12 : Con la misma concentraciôn de calcio ( 5 mM) se ve que
la curva correspondiente a la poblaciôn contada en puffer"A" ,
donde se habla aAadido ATP (1.7 mM),muestra un volumen menor que 
la correspondiente al "puffer B" carente de ATP .
Figura 13 : Se repitiô el experimentô marcado en fi.12 , pero la 
concentraciôn de CaCl^ fue de 1 mM , donde se ven los mismos re­
sultados ( menor aumento de volumen + ATP) .
Figura 14 : En èsta se comparan los efectos de ATP cuando no hay 
"tratamiento hexoquinasa" . En la curva représentante de la pobla­
ciôn contenida en puffer A se aôadiô ATP (1.7 mM) siendo la
concentraciôn de calcio 1 mM , en el puffer B bajo las mismas 
condiciones de calcio y hexoquinasa se seAala la variaciôn de vo­
lumen de la misma poblaciôn pero sin ATP ,viendose claramente sè­
me jante resultado que cuando los nucleos se han incubado en medio 
hexoquinasa.
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4.5.5. Efecto del tampôn en que se dlluyeron los nucleos;
Si suponemos que las ATPasas nucleares se van a comportar como las 
mitocondrlaies , en parte confirmado por nuestros experimentos, espe 
ramos encontrar una variaciôn del volumen nuclear en funciôn del pH 
del tampôn.
Como se ve en la figura 15 hay una disminuciôn del volumen al aci 
dificar el tampôn . Vemos pues que siendo la concentraciôn de CaCl^ 
0.3 mM y en presencia de ATP, cuando el tampôn tiene un pH de 7.6 su 
volumen es mayor que cuando es 7.2.
Figura 15 . En el puffer A los nucleos estaban en un medio con una 
concentraciôn de 0.3 mM de calcio, 1.7 mM de ATP y el tampôn fue Imi- 
dazol/ HCl pH 7.2 . En " B " se mantiene todo constante a escepciôn 
del tampôn que era Tris/ HCl pH 7.6 ( el mismo que el utilizado para 
la reacciôn ATPasica), siendo la concentraciôn de ambos tampones de 
40 mM , siendo el tiempo "Clock" de 19" ("A").mientras en "B" es 153".
4.5.6. Influencia de la"solucion de incubaciôn hexoquinasa" :
Estos experimentos como ya se describieron ( ver métodos), se rea 
lizaron después de mantener los nucleos en el medio de incubaciôn ATP 
asico, pudiendo tener efectos sobre el volumen nuclear . Lo primero 
que teniamos que controlar era la influencia de la disminuciôn de la 
concentraciôn de los componentes de la incubaciôn ATPasica (1,4 x)por 
diluciôn debido al segundo " tratajniento".
1) Diluciôn del calcio. Como habiamos comprobado anteriormente que el 
aumento en la concentraciôn de calcio significaba un aumento en el 
volumen nuclear ,es decir que su disminuciôn ténia que significar 
una reducciôn en el tamaflo de los nucleos . Este efecto se ve en 
la fig. 16 y se pone mucho màs de manifiesto en la fig.17 en donde
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no hay ATP. Asi puës vemos que despues de " tratar" los nucleos 
con ATP la influencia del " medio hexoquinasa " sobre el volumen 
nuclear es màs pequefia , apesar de la disminuciôn de la concentra­
ciôn de CaClg por diluciôn .
Figura 16. En la poblaciôn medida en A los nucleos despues de tra- 
tados con ATP (1.7 mM) y con una concentraciôn de calcio de 1 mM , 
fueron diluidos con medio hexoquinasa ( la concentraciôn de calcio j 
disminuye de 1 mM a 0.71 mM). En B se recogen la poblaciôn de nu­
cleos en las mismas condiciones que A pero sin posterior diluciôn 1 
( CaClg se mantiene 1 mM)
Figura 17 . Los pasos realizados con estos nucleos fue como en fig. \ 
16 , pero sin tratar con ATP.
2) Efecto_del_tiempo de incubaciôn. Debido a las distintas manipula- 
que teniamos que hacer,sobre todo al irradiar,se controlô si alargan 
do el tiempo de incubaciôn en el medio hexoquinasa de los nucleos 
iba dar una variaciôn del volumen de èstos , con la correspondien- ; 
te aiteraciôn de los resultados en los experimentos posteriores. j 
Figura 18 . Los nûcleos despues de tratados ( + ATP) y suspendidos j 
en medio hexoquinasa se mantuvieron 30 minutos( puffer A) y 10 min. j 
( puffer B)en medio hexoquinasa no apareciendo diferencias en las 
graficas representativas. Con esto se confirma que el tiempo elegi- 
do era lo suficientemente largo o se habia alcanzado ya el estado 
estacionario .
3) Acciôn de la glucosa. Entre los componentes de la soluciôn hexoqui­
nasa se encuentra la glucosa ,no pudiendo ignorarse que èsta puede 
ejercer un efecto osmôtico sobre el volumen nuclear. Segun esto va- 
riamos la concentraciôn de esta de 0 a 100 mM en la soluciôn hexo­
quinasa para asi poder recoger , en caso de que existiese, unos
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resultados claros ( fig.19).
Figura 19. La suspensiôn nuclear despues de incubar en una concen­
traciôn de calcio de ImM , fueron resuspendidos en soluciôn hexoqui 
nasa carente de glucosa ( "A") o con una concentraciôn de 100 mM 
( "B") de ôsta. Como se recoge en las curvas no se ve una variaciôn 
de la distribuciôn del volumen nuclear por acciôn de la glucosa,( 
en ambas populaciones no se habia aAadido ATP).
4) Posterior adiciôn decalcio . Por medio de la posterior adiciôn de 
calcio a los nûcleos "tratados" queriamos obtener unos resultados 
que ayudarîan a explicar el efecto de diluciôn ya observado en ex­
perimentos anteriores . Por èsto afladimos en el medio hexoquinasa 
CaClg hasta duplicar.su concentraciôn final, observandose que no 
hay ninguna variaciôn en la medida del volumen nuclear ( fig. 20). 
Figura 20 . La suspensiôn nuclear despues de incubar en mëdio ATP­
asico con ATP (1.7 mM) y CaCl^ ( 1 mM) , se diluyeron con soluciôn 
hexoquinasa que contenîa calcio hasta una concentraciôn de 2 mM 
( "B") o carente de esta sal ( "A") se incubaron y midieron.
4.5.7. Acciôn de los rayos X (1000 rad) sobre el volumen nuclear;
Apoyàndonos en la hipôtesis de Mitchell segûn la cual la reacciôn 
ATPàsica està unida a la formaciôn de un gradiente de pH y de un cam 
po elëctrico con una diferencia del potencial de la membrana mitocon- 
drial , suponemos que la energia inducida por los rayos X y deposita- 
da en el campo electrico de la membrana, trae consigo la descarga par 
cial de ésta , dando paso al calcio , lo que podriamos medir por va- 
riaciones en el volumen nuclear, siempre que el gradiente de Ca^^ 
fuera distinto del equilibrio.
Necesitàbamos ademàs para ver este efecto, el eliminar el ATP
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sobrante al final de la reacciôn ATPasica , lo que haclamos con la 
hexoquinasa , cuya presencia es necesaria, pues de otro modo la descar 
ga producida por los rayos X séria ràpidamente " neutralizada'y no se 
p>odrlan observar posteriormente varlaciones en el volumen-
En los experimentos hechos a continuaciôn en donde se irradiaron 
la suspensiôn nuclear despues de haberse incubado en medio ATPasico 
y medio hexoquinasa, no se encuentran variaciones del volumen nuclear 
de nucleos irradiados respecto a contrôles ( no irradiados), indepen­
diente de que las concentraciones de calcio en el medio ATPasico fuerqn 
distintas ( fig. 21, 22, 23).
I
 Figura 21. Los nucleos despues de "tratados" ( + ATP 1.7 mM )en una
soluciôn conteniendo 5 mM CaCl^ , se incubaron en soluciôn hexoqui ! 
nasa ( concentraciôn final de calcio 3.6 mM) y se irradiaron ( "A") 
o permanecieron como contrôles sin irradiar ( "B").
 Figura 22. Las condiciones a que se sometieron los nucleos fueron i
las mismas que en fig. 21 , a escepciôn que la concentraciôn de |
calcio en el medio ATPasico fue de 1 mM y al final de 0.7 por di- j
luciôn del medio hexoquinasa.
 Figura 23. Iguales condiciones que en 21 y 22 , pero la concentra­
ciôn de calcio variô de 2 mM a 1.4 mM.
2) Posterior adiciôn de calcio . Debido a estos resultados obtenidos
en experimentos anteriores , se incrementÔ la cantidad de CaCl^ | 
por adiciôn posterior en el medio hexoquinasa, con esto intentaba- 
raos restablecer el campo elëctrico postulado mediante la restaura- , 
ciôn de un gradiente de calcio , que suponlamos habla desaparecido ; 
por el efecto de diluciôn que habla tenido lugar con el medio he­
xoquinasa carente de CaCl^ .
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Los resultados obtenidos variaron en relaciôn a la cantidad de 
calcio présente en el medio hexoquinasa . De tal forma que para un 
aumento de 1 mM a 1.4mM encontrabamos una disminuciôn del volumen 
en los nucleos irradiados respecto a los contrôles( fig.25). 
Cuando el aumento fue de 1 mM a 2.2 mM el volumen de los nucleos 
irradiados era mayor que el de los contrôles ( fig.24).
Figura 24. Los nucleos despues de incubados en medio ATPasico (+ 
ATP 1.7 mM) donde la concentraciôn de calcio era de 1 mM , se incu 
baron en medio hexoquinasa que contenîa CaCl^ hasta una concentra­
ciôn final de 2.2 mM , a continuaciôn unos se irradiaron ("A")y 
otros se dejaron como contrôles ("B"), procediendose inmediatamen- 
a su medida.
Figura 25 . En este caso los tratamientos a que se sometiô a la so 
luciôn nuclear fueron los mismos que en la fig.24, a escepciôn que 
la adiciôn de calcio en la soluciôn hexoquinasa fue hasta una con­
centraciôn de 1.4 mM.En la grSfica représentante de la poblaciôn 
contenida en el puffer A,tenemos los nucleos irradiados y en B 
los contrôles.
3) Efecto del tiempo que estuvieron los nucleos irradiados en la solu 
ciôn NaCl hasta su medida . Como tambien teniamos que tener en 
cuenta posibles efectos de la soluciôn salina donde mediamos el 
volumen ,sobre los nucleos irradiados , hicimos un experimentô en 
donde se median los nucleos inmediatamente y los comparamos con 
aquellos que se habian medido despues de estar dos minutos en sus­
pensiôn , obteniendose un diferencia minima que se recoge en fig.26 
Figura 26. La soluciôn nuclear despues de incubar en los medios 
ATPasico y hexoquinasa, siendo la concentraciôn final de calcio de
2.2 mM se irradiaron y se dejaron en la solucion de NaCl 153 mM 
2 min. ("B") Ô se midieron inmediatamente(" A " ).
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Fig. 5 Efecto de distintas concentraciones de CaCl^ sobre 
el volumen nuclear en ausencia de ATP.
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Fig, 16 ,-Efocto de la posterior incubaciôn de nucleos "trntndos' 
( I ATP), en medio hexoquinasa ( + ) . " A"- + , "B" -
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Fig, 20 ,- Influencla de la posterior adiciôn de CaCl^ , en el 
"medio hexoquinasa", conteniendo nucleos "tratados",
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Fin 21 .--Efecto de la irradlaciôn ( 1000 rad), sobre nucleos
" tratados" y diluidos en"medio hexoquinasa" , carcn-
te de CaCl^,(la concentraciôn final de esta es 3.6 mM)
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Fig I 22 ' Efectos de los rayos X ( 1000 rad ) sobre nucleos
0.7 concentraciôn final.).
"tratados" y diluidos en"medio hexoquinasa" (CaClg-
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Fis. 23 Efecto de la Irradlaciôn ( 1000 rad ) de nucleos
"tratados" y diluidos en " medio hexoquinasa" (con­
centraciôn final de CaClg 1.4 mM)
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Fig, 24 ,-Efecto de los rayos X (1000 rad), sobre nucleos "tra­
tados" , diluidos en " medio hexoquinasa",siendo la
concentraciôn final de CaCl^ 2.2 mM.
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Flo. 25 Efecto de la irradlaciôn ( loco rad), sobre nucleos
"tratados" y diluidos en"medio hexoquinasa ", siendo
la concentraciôn final de CaCl^ 1.4 mM.
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Fi9t 26 ,- Efecto del tiempo que se mantuvieron los nucleos
irradiados ( bajo las condiciones descritas en fig.34) 
en la soluciôn de medida ( NaCl 153 mM). "A" = inme- 






La continua observaciôn del cultivo nos muestra en su crecimiento 
las tlpicas caracker1stleas de un tejido monolamlnar, con las inhibi- 
cioneà por contacto de las cèlulas que hace que estas se desarrollen 
en dos dimensiones, siendo de gran importancla la dcnsidad del inôculo 
a implantar sobre la reproducclôn y crecimiento del tejido en monoca
pa. Se obseva que este inôculo es de una concentraciôn baja y està
dentro de unos limites pequeflos resultando pues, una intercomunicaciôn 
dëbil( por ejemplo por " chalones Prescott D.M.), pero existente, 
pues al implantar una determinada concentraciôn de células por cm^, 
se produce una estimulaciôn de la multiplicaciôn celular,
5.1.2. Cambios morfolôgicos en la superficie celular;
La mayorîa de los autores coinciden en seôalar, que las células 
del tipo CHO cuando crecen en suspensiôn , presentan unas prolonga- 
ciones citoplàsmicas. Esta caracterîstica también aparece en las cè­
lulas de nuestro cultivo cuando las suspendemos en el medio de creci­
miento , después de separarlas de la superficie cristalina por trig 
sinizaciôn. Sin embargo al resuspenderlas en una soluciôn de NaCl 
(153 mM), se produce un redondeamiento de la cëlula , acompaOado de 
la desapariciôn de las protuberancias superficiales.Este fenômeno ya 
ha sido descrito por diversos autores J en unos casos como indica 
Prescott (1976) caracteriza la transiciôn de la cëlula de la fase a 
la S del ciclo celularT en otros ( Borman y col. 1975) puede ser deb_i 
do al tratamlento de las células con hormonas o con productos relacio 
nados con AMP cîclico .
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En ambos casos trae consigo el paso de la cëlula en un estado dl- 
ferente , mientras que en nuestro caso no tienen lugar estas trans- 
formaciones flsiolôgicas , sino que màs bien es debido al efecto de 
la hipoosmoloridacl de la soluciôn solina on relaclôn al medio de cre­
cimiento del cultivo, ya que la soluciôn de NaCl ( 153 mM) équivale 
aproximadamente a 280 roiliosmolar y la del medio es de 329 miliosmo- 
lar ( tablas Geigy : 290) . Este hinchamiento o turgencia de las cé 
lulas disminuye pasados unos minutos , pero las células no cambian 
en su forma , ni entran en un estado distinto , ni vuelven a aparecer 
las prolongaciones citoplàsmicas mientras se encuentran en la solu­
ciôn salina.
5.1.3. Contrôles de infecciôn :
En la bibliografla consultada para detectar las contaminaciones 
de los cultivos, se nos indica la importancia de unos microorganismos 
denominados micoplasmas ( PPLO), que por sus caracterîsticas no se 
pueden detectar por los medios cornunes utilizados para otros contami­
nantes de cultivos ( p.e. bacterias, virus , etc). Sin embargo su pre 
sencia produce alteraciones en propiedades bioquimicas, nutricionales 
e inmunolôgicas de los cultivos celulares y pueden dar lugar a la for 
maciôn de artefactos en los datos expérimentales.
Por medio del método utilizado ( Chen y col. modificado) conse- 
guimos en corto tiempo , una respucsta râplda sobre el estado de 
nuestro cultivo . Esto nos permitia eliminar en seguida los cultivos 
sospechosos , mientras que por el método radioisotôpico , debido a 
su complicada tècnica , las probabilidades de error aumentaban y el 
tiempo se alargaba hasta conocer los resultados , con la consiguiente 
complicaciôn en la eliminaciôn del cultivo infectado si lo habia.
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Otro punto a tenerse en cuenta era que al hacerse estes contrôles 
con bastante rapidez,se efectuaban màs a menudo y de esta forma se de 
tectaban las infecciones debldas a las soluciones utillzadas para los 
experimentos , otro camino de contaminaciôn de un cultivo .
5.2.1. Aislamiento de los nucleos:
Teniendo en cuenta que la meta de nuestros trabajos de aislamiento 
era la de conseguir unos nucleos completes, donde sus membranas(inter 
na y externa)permanecieran lo màs Intégras posîbles , no solo en su 
estructura sino tambiën en su funcionalidad , comparâmes diversos mé- 
todos que recogemos en la tabla X que se da a continuaciôn.
Como se puede observer hay una serie de factores que son tratados 
en todos estes trabajos , a saber ; la osmolaridad de la soluciôn de 
aislamiento , el use de detergentes , los distintos aparatos utiliza­
dos para el tratamlento mecànico y la centrifugaciôn.
Generalmente se utilizan soluciones hipotônicas que al provocar 
una alteraciôn de las caracterîsticas permeables de la membrane plas- 
mâtica , producen un hinchamiento en la cëlula que facilita posterior 
mente la acciôn de métodos mecànicos suaves rompiendo la membrane ce­
lular sin afectar otras estructuras profundamente.
Otro factor es el tipo de detergente , su concentraciôn y tiempo 
al que se someten las células a este tratamlento . Diversos autores 
( Dunnik y col. 1972J Muramatsu y col. 1974,etc) demuestran que uti- 
llzando detergentes no iônicos,siempre que la concentraciôn esté entre 
0.04-0.3 % , se obtienen mejores resultados que si son iônicos. Faci- 
litandose por medio de estos la separaciôn del material citoplàsmico  ^
alrededor del nucleo sin alterar su membrana.
Hay algunos puntos al tratar las células con detergentes que no
TABLA X -
Comparaclôn de div ersos m é t od o s  uti l i z ad o s  para ai s lar nucleos.
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debemos dejar sin control como son : el momento de adiciôn del deter­
gente a la suspensiôn celular y el tiempo que mantenemos las cèlulas 
en esta disoluciôn . Estos son factores importantes al estar en rela 
ciôn con el estado de permeabilidad de la membrana celular que fa­
cilita la entrada del detergente , pero que si se prolonge demasiado 
hace que las cèlulas se"aglutinen 'V dificultandose posteriormente la 
acciôn mecànica y la separaciôn por centrifugaciôn.
Borman et al (1967) sehalan al comparer los efectos producidos 
por acciôn de un detergente o por homogenizaciôn , que mientras en el 
tratamlento primero el nùmero de nucleos rotos es inferior al 1 %, no 
viendose células complétas sino que todas las membranas plasmàticas 
aparecen rotas. En el caso de que las células hayan sido homogeniza- 
das , se ve hasta un 20 % de células complétas ( el nOmero varia
algo segun el tipo de cèlulas) , ademàs el nùmero de nucleos rotos es 
hasta très veces mayor que por acciôn del detergente. A esto se unîa 
la fprmaciôn de vesîculas como indica Wallach y col. ( 1973) , que
dificultaban la posterior separaciôn del material citoplàsmico del 
nuclear en la centrifugaciôn. Por ùltimo ( en nuestro caso de gran 
importancia) segun el tiempo de homogenizaciôn se producîa un aumen- 
to en la pérdida de la actividad ATPasica ( Nievergelt 1976).
Estas desventajas de la homogenizaciôn nos hizo prescindir de 
este método mecànico y en su lugar el del paso por una jeringa median 
te el cual obteniamos mayor nùmero de nucleos intactos , sin apenas 
pérdida de la actividad enzimàtica, ni contaminaciones citoplàsmicas 
( Brown y col.1977, Wray y col. 1973).
La temperatura bajo la que se realizaron estos experimentos de 
aislamiento es tambien un factor importante , pues si bien como en la 
mayoria de los trabajos consultados se indica, que la temperatura màs
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adecuadas se encuentran entre los 0 y 4 C , ya que asi se evltan pro 
cesos de aglutinaciôn y enzimàtlcos , en nuestro caso se producîa 
una pérdida significante de la actividad enzimàtica. Ademas se da îugar 
a alteraciones en la membrana plasmâtica y su permeabilidad ( Wallag 
y col. 1973)por esta razôn los experimentos se llevaron a cabo a 20°C
Como la observaciôn microscôpica de los nucleos al final del pro­
ceso de aislamiento , nos pareciô un criterio insuficiente para deter 
minar el estado de los misroos y sus membranas, se completô por métodos 
bioqulmicos.
Segun Wallach y otros autores indican que no se conocen enzimas 
especlficas de la membrana nuclear, por lo que elegimos otras que al 
ser tlpicas de otros orgânulos dan pruebas de la pureza de los 
nucleos y carencia de otras contaminaciones citoplàsmicas.Elegimos la 
5 *-nucleotidasa que es una ectoenzima de constituciôn glicoprotôica 
présente en las membranas plasmàticas de casi todas las células de ma 
mîferos ( Dornand y col. 1978) y tiene una actividad especlfica alta.
La distribuciôn de la actividad especlfica de esta enzima en los dife 
rentes pasos efectuados hasta aislar los nucleos y en estos , nos 
dieron resultados coïncidentes con los ya publicados por otros autores 
( De-Maw Chuan y col. 1977) y considerados como suficientes para aju£ 
tificar la pureza de los nucleof.
5.3.1. Actividad enzimàtica de ATPasas nucleares;
En su comportamiento presentan caracterîsticas semejantes a las 
ya descritas por Nievergelt ( 1973) , igualmente se vé una pérdida de 
la actividad especlfica bastante grande , sobre todo la estimulada 
por calcio, en funciôn de la temperatura. Este feaômeno no se puede 
atribuir a la variaciôn del pH del tampôn (cuando a 37° C el pH es 8,0
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a 22° C es de 6.45) ya que al medlr la actividad enzimàtica de estas
ATPasas en funciÔn del tampôn se obtiene una pérdida màxima del 20%
del total. En nuestras ATPasa sin embargo un cambio de 37° C a 22° c
significaba en las estimuladas por Ca^^ una pérdida de un 80 % y en
2+las estimuladas por Mg ( en donde al variar el pH de 8.0 hasta 9,0 
se encontraba incluso una estimulaciôn) de -70 %.
Otra caracterîstica de estas enzimas , es que al medir su activi­
dad en la suspensiôn celular obtenemos un valor menor que en los traba 
jos ya publicados, sobre todo en la estimulada por calcio ( aunque 
tambien aparece en la estimulada por magnesio, pero menos significati 
va). Esta menor actividad està acompaftada por un désignai reparto que 
se pone claramente de manifiesto cuando comparâmes los cocientes de 
las actividades estimuladas por calcio en relaciôn a magnesio.En nues 
tros experimentos este cociente era Ca/Mg =0.7, frente al 0.57 publi 
cado en trabajos anteriores lo que podemos interpreter,o bien como una 
mayor actividad de las ATPasas estimuladas por calcio , o una menor 
actividad de las estimuladas por magnesio.
Estas variaciones pueden muy bien ser debidas al proceso de ais­
lamiento, puesto que al homogenizar se produce no solo rotura de mem­
branas plasmàticas ,sino tambien la de otros orgànulos , con la con 
siguiente formaciôn de vesîculas y contaminaciones de la membrana nu­
clear, elevandose asi la actividad enzimàtica de esta ( simplements 
por rotura de mitocondrias se puede obtener una mayor actividad)
Esta menor actividad ATPasica la encontramos tambien al medir y 
comparer las actividades especlficas de las fracciones nucleares y 
nucleos aislados, o las de las fracciones citoplàsmicas . En las ATP­
asas estimuladas por Ca se observô que un 50% de ella se encontraba en
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fracciôn nuclear, mientras que en nuestros experimentos aparecia sola 
mente el 33 % de la actividad total en los nucleos aislados, lo que 
atribuimos a una contaminaciôn menor de otras membranas citoplàsmicas 
debido al método de aislamiento utilizado y con ello las ATPasas uni- 
das a estas membranas,causantes de la elevada actividad enzimàtica en 
contrada en aquellos experimentos. De todas maneras este 30 a 33 t de 
actividad encontrado en los nucleos aislados sigue siendo un valor 
muy significativo .
En general estas ATPasa* no presentan un efecto inhibitorlo grande 
por acciôn de la oligomicina , pues el màximo encontrado fue de un 11% 
, que se puede atribuir a la estructura de las membranas poco conta- 
minadas por el método de aislamiento usado ( comunicaciôn personal de 
Prof. Carafoli) ( Como la oligomicina està formada por màs de un com- 
ponente se pensô primero, en una posible alteraciôn de alguno de sus 
componentes , debido a lo cual probamos su efecto inhibitorlo en ATP- ; 
asas mitocondriales hepàtlcas de ratas , obteniendose los mismos resul 
tados que otros grupos de exp>erimentadores y que los dados en la bi­
bliograf ia consultada) .
5.4.1. Efectos de las irradiaciones ( 1000 rad) sobre la actividad 
enzimàtica ATPasica ;
La comparaclôn de los resultados obtenidos al medir la actividad 
de ATPasas nucleares de células irradiadas y sus contrôles nos ponen 
de manifiesto una disminuciôn de la actividad enzimàtica màs marcada 
en las estimuladas por calcio que por las de magnesio. Esta pérdida 
obtenida es màs significante al medir la actividad enzimàtica en la 
fracciôn citoplàsmica , que en los nucleos aislados , de lo que
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se deduce la existencia de ATPasas estîmuladas por calcio que son afec 
tadas de distinta manera por la ràdiacidn repartidas en las distintas 
fracciones , asi en la fracciôn citoplâsmica se encuentran unas màs 
sensibles mientras otras rtiàs resistentes se encuentran principalmente 
en los nucleos aislados.
Al irradiar los nucleos aislados y medir en estos la actividad en 
zimâtica ATPasica encontramos una pérdida minima en relaciôn a con­
trôles , tanto en la estimulada por calcio que por magnesio, lo que 
concuerda con los datos anteriores
5.5.1. Variaciones en el volumen nuclear:
Considerando el efecto osmôtico relacionado con la facultad de mo 
vimiento de molèculas disueltas a fin de igualar concentraciones di- 
ferentes , a traves de una membrana semipermeable " capaz de diferen- 
ciar" entre soluto y solvente y en el caso de que este sistëma semiper 
meable permanezca cerrado y sea flexible , se podrfan medir diferen- 
cias osmôticas, por medlo de variaciones en el volumen de este siste- 
ma . Segun esto podriamos considerar el nucleo semejante a un sistema 
cerrado y flexible dotado de una membrana con capacidad selectiva , 
produciendose en ella transformaciones que en parte se manifestarlan 
en una variaciôn, del volumen nuclear.
La existencia de una alta actividad enzimâtica especlfica de ATP­
asas nucleares estimuladas por calcio , principalmente, ya ha sido 
citado por diversos autores ( Bul'dyaeva y col.1972, Kalandarishvili 
y col. 1977,Mirsky y col. 1964 , Creasey y col. 1959, Betel 1967)
y como ademas en su estado funcional aparecen unidas a las membranas, 
nos indican por un lado su importancia para el nucleo celular , por 
otro nos sugieren su relaciôn con fenômenos"osmôticos ".
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Basandonos en estas caracterîstlcas de la membrana nuclear y de 
las ATPasas relacionadas con ellas , vamos a observar el comportamien 
to del nucleo cualitativamente en relaciôn con el medlo que le rodea,
5.5.2.Acciôn del calcio con o sin la adiciôn del ATP;
Como so observa en rosultados , el aumento de la concentraciôn de 
calcio sin aOadir ATP en el medio donde se encuentran suspendidos 
los nûcleos , produce un aumento del volumen de estos , que se puede 
atrlbuir a una selectividad y flexibilidad de la membrana nuclear , a 
pesar de la existencia de los poros nucleares, pues en caso de que no 
fuera asi , no se experimentarîa esta variaciôn estable del volumen 
al aumentar la concentraciôn del calcio en la soluciôn de suspensiôn.
Timurian ( 1974) indica en sus trabajos una elevada concentraciôn 
de calcio en la regiôn nuclear, acompaftada de una fuerte condensaciôn 
cromosômica durante la mitosis. Segun esto si el aumento de calcio se 
tradujera unlcamente en una fuerte condensaciôn cromosômica , séria 
de esperar una disminuciôn de volumen al " contraerse” los cfomosomas 
parcialmente unidos a la membrana ( Letzi 1979) o una "fusiôn" de 
èsta como ocurre en la mitosis, efectos que no se observan.
Cuando sin variar la concentraciôn de calcio, afladimos ATP al 
medio de suspensiôn nuclear , observâmes una disminuciôn del volumen 
nuclear que se podrîa interpreter como la consecuencia de una bomba 
externa de calcio ,influida por ATP , sobre un mecanismo contratrans- 
porte ( "antiport") y por medio de la ATPasa nuclear estimulada por 
calcio . Esto se realizarîa hasta que el gradiente transmembrana de 
calcio sea équivalente a la concentraciôn de ATP despues de alcanzar 
el equilibrlo.
En trabajos anteriores se encontrô que al medir la actividad
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ATPasica nuclear en funciôn del tiempo de preincubaciôn, se estimulaba 
durante un corto tiempo ( 10 minutos) y despuës disminu^a hasta V3 de 
la actividad enzimâtica inicial. Estos resultados nos muestran , las 
conexiones existentes entre las variaciones del volumen nuclear , el 
gradiente transmembrana de calcio y la actividad ATPasica. De esta 
forma despues de un corto tiempo de preincubaciôn en el que el gradien 
te de calcio ser/a grande , la actividad ATPasica es tambien grande. 
Despues al irse reduciendo este gradiente por la actividad de bombeo
de la ATPasa, ësta tambien iria disminuyendo su actividad. Ello sugie
re que dentro de unos limites determinados se puede mantener ëste 
gradiente , fuera de los cuales se reducirla la actividad ATPasica.
Al aumentar la concentraciôn de CaCl^ en la suspensiôn nuclear, 
la relaciôn ATP /calcio va a ser menor, lo que conduce a una reduc- 
ciÔn del efecto de ATP, el cual no es solo la consecuencia de una corn
peticiôn a nivel molecular , sino màs bien de molècula a compartimente
( Thomas D. 1976) . Otro fenômeno registrado al aumentar la concentra­
ciôn de calcio durante la reacciôn ATPasica fue una precipitaciôn en 
el medio de incubaciôn , soluble por âcidos ( seguramente hidroxiapa- 
tito u otro componente de calcio y fosfato). Suponiendo que ésta pre­
cipitaciôn produce parte del mecanismo contratransporte , las trans­
formaciones en el volumen nuclear estan influidas , probablemente, 
solo por el material osmôtico activo ( calcio soluble). Ademas segun 
esto la presiôn del calcio exterior es posiblemente màs pequefta ( en 
relaciôn a la cantidad de calcio transportado) a lo esperado después 
de la reacciôn ATPasica, debido a la precipitaciôn de ésta sal , sin 
olvidar que la capacidad del tampôn juega un papel muy importante . 
Estas caracterîstlcas no nos permiten tomar las variaciones de volumen
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nuclear como cuantitatlvas para la determinaciôn del gradiente total.
Cuando la concentraciôn de CaCl^ es relativaunente baja ( 0.3 mM) 
al aftadir ATP los nucleos se destruyen . Teniendo en cuenta que al ob 
sevar la suspensiôn nuclear al microscôpio ( microscôpio de contraste | 
con 40CP aumento# ,despues del tratamiento no se veian fragmentes de 
membrana , sino que aparecian los nucleos adheridos entre si ,nos hace j 
suponer que esta " destrucclôn "no es debida a una fuerza mecânica , {
sino màs bien a una salida del calcio desde el interior nuclear indu-| 
cida por el ATP , provocando esta salida del calcio la dlsoluciôn de j 
la membrana^ fenômeno muy probable si recordeunos que para aislar los j 
nucleos con sus membranas era necesario la presencia de calcio como |
Wray y col. (1970) Indican en sus trabajos. j
Este proceso de destrucciôn de la membrana por la distinta aplica- j 
ciôn de calcio a ambos lados de ella,se ha puesto de manifiesto en tra i 
bajos realizados con la bicapa de fosfatidilcolina que se hace ines­
table al aftadir CaCl-,hasta una concentraciôn de 1 mM , a un lado so-
I
lamente de la bicapa ( Papahadjopoulos y col, 1975, Hauser y col. 1973 
, ademas de los ya citados en la introducciôn).
Otra evidencia de la relaciôn existante entre la salida de calcio 
y disoluciôn de la membrana la observâmes en los experimentos reallzar 
dos con EGTA,donde su adiciôn en la suspensiôn celular provoca una di­
soluciôn semejante a la que tiene lugar con el ATP." Todo esto nos 
marca la labor de la membrana nuclear como mantenedora de una distinta
concentraciôn de calcio entre el nucleo y el citoplâsma . Poniendose
de evidencia la compartimentaciôn del calcio , no olvidando el papel 
importantisimo que tiene en las mitocondrias.
Al variar el pH de la soluciôn donde estan suspendidos los nucleos
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se maniflesta una disminuciôn del volumen nuclear y no una disoluciôn 
de sus membranas como en los otros experimentos. Por un lado sabemos 
de la Intima relaciôn entre el pH y la actividad enzimâtica de la Ca- 
ATPasa, segun la cual al aumentar la concentraciôn de en la solu­
ciôn de suspensiôn se bloques la actividad enzimâtica , pudiendo pro- 
ducir este fenomeno , muy posiblemente , una reducciôn del flujo de 
Ca , reforzandose la proposiciôn de que por influencia del ATP y por 
medio de las Ca-ATPasas se favorece la efusiôn de calcio desde el in­
terior del nucleo.
El efecto de disoluciôn que debido al trateuniento con la soluciôn 
hexoquinasa produce un aumento de volumen de la soluciôn nuclear y una 
disminuciôn de la concentraciôn de calcio , deberîa reflejarse en una 
reducciôn del volumen nuclear si el flujo de calcio dependiera unica- 
mente de la diferencia de concentraciones en dos "compartimentos" en 
comunicaciôn (anâlogo a los efectos osmôticos), lo que se curople en 
nuestros experimentos , cuando en la suspensiôn nuclear no se encuen- 
tra présente el ATP. Por el contrario en presencia de ëste no aparecen 
cambios en el volumen lo que atribuimos a la salida de calcio desde 
los nucleos para aumentar su concentraciôn en el exterior , eliminan- 
dose de este modo el efecto de diluciôn , pues los nucleos se encon- 
trarian de nuevo en el estado anterior al "tratamiento" con la solu­
ciôn hexoquinasa.
La adiciôn posterior de CaCl^ a la suspensiôn de nucleos "trata 
dos " con ATP no mostraba una variaciôn del volumen como en los no 
tratados , indicando que la permeaciôn para calcio habia sufrido una 
transformaciôn , efecto que no se puede atribuir a la efusiôn del 
calcio por la presencia de ATP residual, ya que por medio de la "trampa
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de hexoquinasa" ( Rottenberg y col. 1968) lo habiamos impedido.
Otra posibilldad séria el que,por medio del ATP,la membrana de los 
nucleos hubiese perdido su capacidad de diferenciar especificamente |
los iones de calcio de otros iones , cosa que nos parece muy improba- I
ble a la vista de los resultados obtenidos cuando se irradian las cé- f
lulas o los nucleos. |
Era de esperar que si por acciôn del ATP se producian cambios en |
la permeabilidad de la membrana nuclear origlnandose un estado "elec i
tricamente estable" ( cargado), al aplicar los rayos X se provocarian j
cambios ( dosîmetro) que se manifestarian por variaciones en el 
volumen nuclear. Sin embargo bajo las condiciones dadas anteriorraente .
no se veia ninguna variaciôn que podriamos interpretar como ausen- !
cia de un campo electrico transmembrana ( " protônico"A/iH =0) durante j
la irradiaciôn . Esto no significa que no hubiese existido ese campo 
antes de irradiar , sino que habia sido de una forma transitoria a 
traves de un mecanismo Ca ^ / 2H^ , cuya existencia ha sido ya demos 
trada en otros trabajos ( Madeira y col. 1979)
Variaciones en el volumen nuclear por acciôn de las irradiaciones 
fueron observadas cuando se efectuô la segunda adiciôn de CaCl^ en là 
soluciôn hexoquinasa (con lo que se "restableciô el campo electrico") 
Estas transformaciones en la membrana nuclear producidas al aftadir 
concentraciones diferentes de calcio y que traen consigo aumento (2.2 
mM) o disminuciôn ( para un concentraciôn de 1.4 mM) del volumen nu­
clear , conjeturamos que son la consecuencia de una reducciôn de la 
diferencia de " cargas" ( + ) transmembrana producida por la pos
terior adiciôn de calcio , por medio de la cual la disposiciÔn mole­
cular inducida por el ATP , asi como la " resistencia" transmembrana
-  l i 5  -
séria semejante a la de los nucleos suspendido en una soluciôn sin ATP 
El comportamiento selective de la membrana nuclear respecte al 
calcio no se pierde al irradiar las células , pues sino,no habrieunos 
encontrado variaciones en el volumen nuclear dependientes de la concen 
traciôn del calcio en la soluciôn J sin embargo èstas no son por com­
plete iguales a las observadas en nucleos no tratados con ATP. Conclu- 
yendo,estas diferencias las podemos atribuir a una variaciôn en el 
grosor de la membrana ( Schoch y col. 1978)que traeria como consecuen 
cia la formaciôn de cambios en la capacidad transmembrana , capaces 
de sostener un gradiente protônico mayor ( - A h ) inducido por calcio, 
que el que existiria en nucleos no irradiados , ni "tratados" con el 
ATP.
IIS^H
R E S U M E N  y C O N C L U S IO N E S
116.
6.- RESUMEN Y CONCLUSIONES
Estudios sobre el comportamiento de los nûcleos y las ATPasas unidas 
a ellos, as! como también el efecto de la radiàciôn sobre êstos nos mues­
tran la importancia de la membrana nuclear, no solo por su estructura y
Su funciôn régulatoria, sino posiblemente también como soporte de infor­
maciôn relacionada con procesos diferenciadores y por medio de estos con 
los sistemas neoplâsticos.
células de Hamster de la llnea CHO, después de cultivadas fueron tra- 
tadas para alslar sus nûcleos de tal manera que sus membranas no se dete- 
fioraran y de esta forma poder medir la mayor actividad posible de las 
ATPasas unidas a ella, para lo que se eliminaron principalmente métodos 
mecânicos bruscos, asi como se redujo al minimo la concentraciôn de deter- 
gente. Después de medir las actividades enzimâticas de los nûcleos aisla­
dos, se compararon con las actividades obtenidas en otros trabajos ya 
publicados y se procediô a medir los efectos de las radiaciones sobre
ellas. Estos experimentos se llevaron a cabo en dos series: una en la que
se irradiaban las células complétas en suspensiôn procediéndose posterior- 
mente al aislamiento de los nûcleos para controlar la actividad enzimâtica; 
otra serie en donde los nûcleos ya aislados se irradiaban procediéndose a 
continuaciôn a la medida de la actividad enzimâtica. Ademâs paraielamente 
los nûcleos aislados se resuspendieron en el medio de incubaciôn donde 
fueron sometidos a cambios en la concentraciôn de los componentes (prin­
cipalmente de la sal câlcica) de este medio, procediéndose a continuaciôn 
a la medida de la vatiaciôn del volumen de estos nûcleos por acciôn de 
los cambios inducidos. También se observaron las variaciones de volumen
I l l
en funciôn de la radiaciôn a que fueron sometidos los nûcleos, después
de haberlos tratados como se describe anteriormente.
Trabajando en estas condiciones hemos llegado a las siguientes con­
clus iones :
13) Para el aislamiento de nûcleos que mantengan su morfologia y estén 
exentos de contaminaciones, ni se presenten aglomeraciones o ruptura de 
membranas, se siguiô el aislamiento a partir del medio ^ con una con­
centraciôn de 10^ célula/ml, ademâs de detergente F40, se pasô por aguja
a 0,72432 mm y posterior centrifugaciôn a 750 g. y prescindiendo de otros 
métodos mecânicos notrabajando de 0 a 4^, utilizando como enzima de se— 
guimiento la 5'-nucleotidasa# Con esta metodologla, consistente en modi- 
ficaciôn de las convencionales, se han conSeguido buenos resultados, fun- 
damentada en la combinaciôn de los métodos de Melero y Wray.
2*) En los trabajos realizados con las ATPasas nucleares se obtiene una 
actividad enzimâtica especlfica ovtrcS veces menor que la publicada en 
trabajos anteriores (Nievergelt reporta 3.5, frente a la nuestra de 1.3), 
lo que atribuimos principalmente al método de aislamiento, Diversos auto­
res (Madeira, Carafoli, Racker, etc.) muestran que los distintos trata- 
mientos utilizados para obtener las membranas biolôgicas, deben aplicarse 
teniendo en cuenta las posibles contaminaciones, formaciôn de nuevas es- 
tructuras (vesiculaciôn), asi como destrucciôn (desacopiamiento) de otras 
enzimas también relacionadas con la membrana, lo que darla como resultado 
una elevaciôn de la actividad ATPasica. La metodologla facilita la sepa- 
raciôn de restos citoplasmâticos, con sus contaminaciones de nucleotidasa 
y sin que haya deformaciôn.
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3*) Se valora la actividad ATPasa en nûcleos aislados, observândose la 
influencia de las concentraciones de Ca^^ y (concentraciones mâxi-
mas 5irM y 2 mM respectivamente) y proteîna, calculando la actividad es­
peclfica a 37® y 228c, asi como la no influencia de la oligomicina a una 
concentraciôn final de 4 ug/ml.
4*) Cuando se valora la actividad AlPasica de nûcleos procedentes de cé­
lulas Irradiadas previamente, la pérdida de la actividad enzimâtica es 
de un 20% aproximadamente, en la estimulada por calcio, mientras que en 
la estimulada por magnesio permanece casi inalterada (4%), lo que concuer­
da con experimentos publicados y confirma la radioresistencia de esta 
âltima*
5*) La actividad ATPasica de nûcleos aislados e irradiados présenta un 
descenso insignificante respecto a los contrôles en la estimulada por 
calcio (10%) y permanece constante en las estimuladas por magnesio.
Las diferencias observadas en las pérdidas de actividad segûn pro- 
vengan de nûcleos o células irradiadas, estan justificadas por el estado 
de las uniones de las ATPasas a la membrana nuclear y el medio en que se 
irradiaron, que en unas era el citoplasma,mientras que en otros era el 
medio de aislamiento, Otro punto que también hay que tener en cuenta es 
el tiempo transcurrido desde que se irradiaron hasta el momento de medida 
de estas actividades.
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63) La adiciôn de CaCl^ al medio de incubaciôn (1 mM- 5 nM) produce un 
aumento en el volumen nuclear. Es decir, al aumentar la concentraciôn de 
la sal câlcica cinco veces, los nûcleos suspendidos en el medio de incu­
baciôn incrementan su volumen (cinco veces mayores) respecto al que te- 
nian originariamente. Al aHadir EGTA que produce el complejamiento de 
calcio, se observa una disminuciôn en el volumen nuclear de hasta très 
veces, acompafiado de la rotura de gran nûmero de nûcleos.
7*) La presencia de ATP en la soluciôn de incubaciôn influye en las va­
riaciones del volumen nuclear inducidas por calcio. Observândose que al 
concentrar la sal câlcica como en el apartado anterior (1 mM- 5mM) el 
volumen nuclear aument a en 19 veces su tamafto con respecto al primitivo.
83) Cuando se mantienen los nûcleos en un medio ATPasico, el aumento de
calcio supone aumento de volumen nuclear, cuando en el medio de ensayo
no hay ATP, pareciendo demostrar la influencia de la hexoquinasa es més 
bien pequefla sobre el volumen nuclear.
93) El mantenimiento de los nûcleos tratados con ATP, con arreglo a las 
condiciones de la experiencia, por 30 minutos (buffer A) y 10 minutos 
(buffer B) con hexoquinasa, no aparecen diferencias, lo que parece indicar 
que no hay influencia tiempo manipulaciôn.
103) En cuanto al efecto de las radiaciones sobre el volumen nuclear, 
se ha visto que la irradiaciôn por rayos X de suspensiones nucleares en 
medio ATPasico o de hexoquinasa, no origina variaciones ostensibles del 
volumen nuclear, comparados con los no irradiados.
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11*) La adiciôn posterior de calcio en el medio hexoquinasa, origina varia* 
clones del volumen de los nûcleos sometidos previamente a irradiaciôn y ’
asi el paso de 1 nM Ca a 1,4 origina una disminuciôn del mismo, con res- 1
pecto a contrôles no irradiados* El paso de 1 a 2,2 mM, el volumen de |
nûcleos irradiados era m^por que los contrôles* Lo que justifica una va- ;
riaciôn de volumen inducido por la radiaciôn.
(
12*) Al estudlar los efectos del ClNa sobre volumen de nûcleos irradiados,| 
no se encontraron diferencias significativas en los contrôles.
13*) Nuestro método (üievergelt-Egido) propuesto para el câlculo de las 
variaciones de volumen nuclear nos ha resultado eficaz y comparativamente 
a los medios anteriormente seguidos permite el seguimiento de estas varia­
ciones, don datos inmediatos y reproducibles.
A la luz de los hechos observados sobre la influencia de las radia— 
ciones sobre las ATPasas y el volumen nuclear, hemos poflido estudiar 
unas acciones de membrana, que tienen lugar en un tiempo relativamente 
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